Descripción numérica de la cinemática del proceso de lisis de bacterias por fagos : comprobación experimental para el caso de la bacteria E. coli C600 y el fago [Landa]cI by Vidania Muñoz, Rosa de
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLÓGICAS
TESIS DOCTORAL
MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR
 PRESENTADA POR 
 Rosa de Vidania Muñoz
DIRECTOR:
 Fernando Garcés Toledano
Madrid, 2015
© Rosa de Vidania Muñoz, 1982
Descripción numérica de la cinemática del proceso de lisis de 
bacterias por fagos : comprobación experimental para el 




OESCRIPCION NUMERiCA DE LA CINEMATICA 
DEL PROCESO DE LISIS DE BACTERIAS PGR 
FAGOS. COMPROBACION EXPERIMENTAL PARA 
EL CASO DE LA BACTERIA E. coU Cgoo Y EL 
FAGO Xqi .
I ? .
Mcmoria prcsentada por Rosa de 
Vidania Muftoz para optar -al gra­
de de Doctor en Ciencias Bioldgt- 
cas y dirigida por e( Dr. Fernando 
Garccs Toledano.
DESCaiPCIOF mnJERIGA DE LA CIHEMATICA DEL PHOCESO DE LISIS
DE 3ACTEEIAS POE PAGOS. CGMPEGBACIÔE BXPEBIiaElîTAL PAEA EL
CASG DE LA BACTEEIA E .c o l i  CU-A ^ EL PAGG XoUu c l
Mémoria p resen tad a  por Eosa de 
Vidania lâinoz para optar aü. gr^  
do de D octor en G ien cias B io ld -  
g ic a s  7  d ir ig id a  por e l  Dr. Fer 
aando Garces Toledano.
Deseo expresar mi agradecim iento a la s  personas (jue han con tr ib u id c  a 
que l a  r e a liz a c i6 n  y p resen ta cid n  d e l trab ajo  ob jeto  de e s ta  Memoria fu era  
p o s ib le .
En primer lugeur a l a  Dra. M.A. Vig6n su acogida en l a  D iv is i6 n  de In -  
v e s t ig a c i6 n  B âsica  de l a  Junta  de Bnergfa Huclear y e l  apoyo que de e l l a  -  
he r e c ib id o , a s f  como su a ten ta  correcci^ n  d e l m anuscrite»
Al I n s t i t u t e  de E s tu d io s  l ïu c le a re s  l a  ayuda economic a  p r e s t a d a .
A1 P ro f. A.M. Muni c i  o e l  haber aceptado l a  presentaci(5n de e s ta  Memo­
r ia .
Al Dr. C.A. D avila  e l  que aceptara mi e s ta n c ia  en l a  Seccidn de B io f f  
S ica  de l a  D iv is id n  de In v e stig a c id n  B asica y esp ecia im en te sus consej os y 
ayuda.
A1 Dr. P. Garccs no s6 lo  la  d ir ec c id n  de e s te  trab ajo  s in e  su a ten -  
ci(5n y ayuda co n tin u a s.
A todos lo s  componentes de l a  Seccid n  de B io f f s ic a  l a  am abilidad de -  
su acog id a , que ha contribufdo a hacer mi e s ta n c ia  mas agradable.
Puesto que para l a  r e a liz a c i6 n  de e s te  trab ajo  ha s id e  n ecesa r ia  l a  -  
colaboraci(5n de in v e stig a d o r e s  de l a  S ecci6n  de Al ta s  Energfas de la  D iv i-  
s i6 n  de In v e st ig a c i6 n  B asica  de l a  J .E .M ., para todos e l l o s  y para su per­
sonal no in v e st ig a d o r  mi e s p e c ia l  agradecim iento por su in te r n s  en un tra ­
bajo que a l a  p ostre  no e s ta  relacion ad o  con su e s p e c ia lid a d . Especialm en- 
te  a l o s  d octores J J ( .S a lic io , J .A . Garz6n y J .  S a l ic io .
Al Dr. J .A . Rubio l e  debo no S(5lo su d ir e c ta  p a r tic ip a c i6 n  en la s  -  
c u e s tio n e s  te d r ic a s  d e l tra h a jo , s in  l a  cual ë s te  no hubiera podido r e a l i -  
z a r se , s in o  su ayuda continua y e l  que p u siera  a mi d isp o s ic id n  lo s  équi­
pes de l a  Seccidn  de A lta s  Energfas cuya u t i l i z a c i6 n  he n e c e s ita d o .
Pinalm ente quiero agradecer a l a  D iv is io n  d el Centro de Câlculo de l a  
J .E .M . su co lab oracid n  y a l S e r v ic io  de D elin eacid n  de la  D iv is io n  de In- 
vestigaci(5n  B âsica e l  trab ajo  r e a liz a d o .
IIOICS
CAPITUIO I .  IHTRODÜCGIOÎî................................................................  1
1 . 1  I n t r o ducc i 6n  gen ers il          1
1 .2  21 fag o  Lambda. G e n e r a l i d a d e s ...................    5
1 .3  Los p ro c e so s  de a d s o rc id n  e i n y e c c id n   ...............   S
1 . 4  P u n c lo n es  de l o s  genes  c l e a r   .............................    1 0
1 .5  2 1  c i c l o  I f t i c o  d e l  fag o  Lambda . . . . . . . . . . . . . . . . . .  13
CAPITLLO I I .  MSTODOS SXPERIMSilTALSS ................................   1 6
I I .  1 I n x r o d u c c i o n ............................................................................................ 16
1 1 .2 E s t i r p e s  m ic ro b io ld g ic a s  u t i l i z a d a s ....................................  15
1 1 .3 I led los  de c r e c im ie n to  y l i s i s   .............................   17
1 1 .4 C o n d ic io n es  de c u l t i v e ................ ................................. .................. 16
1 1 .5 E v a lu a c id n  d e l  c re c im ie n x e  b a c t e r i a n e  ................................  18
11 . 6 P r e p a ra c io n  de s to c k s  de fa g o s  y b a c t e r i a s  .....................  20
I I .  7 Met ode de c o n ta  j e  de f a g o s   .........    21
I I . 3 D e te rm in a c io n e s  d e l  numéro de fa g o s  l i b r e s  en l o s
p ro c e s o s  de ap ro x im a c io n   .............................................................. 2 2
1 1 .9 P re p a ra c id n  y c a l i b r a c i d n  d e l  su e ro  an x i  A  ^ ..................  24
1 1 . 1 0  Medida d e l  t i e n n e  de g e n e ra c io n  d e l  fago  (p e rfo d o
l a t e n t e )  y d e l  tamano de l a  e x p lo s io n  b a c t e r i a n a  . . . .  26
Notas a p ie  de p a g in a  .......................................................................  29
D e s c r ip c id n  de t a b l a s  .......................................................................  30
T a b la s   .......................................      31
D e s c r ip c id n  de f i g u r a s  .........................    33
F ig u ra s  ........................................................................................................  34
CAPITÜIiO I I I .  DESGEJ-PGlOiJ JE  h lP U T E a lü  1 .iET 'JJU iiüG iA  
DE CALCULO DSL LIODSLO ..........................................  36
Xx J.. 1 111 wx*OG.UCdCll . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ^ O
1 1 1 .2 Des c r i p a io n  de l a  e v o l u c i c n  de un c u lx iv o  bacxe-  
r i a n o  en  a u s e n c i a  de f a g o s .  F o rn u iac id i i  a p a r x i r
de l a  s e d id a  de d e n s id a d e s  d p x ic a s  ...................................   33
1 1 1 .2 .1  Curva de c r e c in ie n x o  b a c t e r i a n o .  P a ra ­
m e t r i a  a c i  one s  .....................................     39
111 . 3 D e s c r ip o id n  d e l  p ro c e so  de ap ro x im a c id n  de fa g o s
a b a c t e r i a s .  H ip d te s i s  u t i l i z a d a s   ......................................  42
1 1 1 .3.1 S x p re s id n  d e s a r r o l l a d a  p a r a  l a  e f i c a c i a
de i n f e c c i d n ..................................................................... 4 3
1 1 1 .4 D e s c r ip c io n  n um erica d e l  p ro c e so  de l i s i s  cacxe-
r i a n a  por  f a g o s  ................................................................................... 43
I I I .  5 O tras  h ip d te s is  c o n s id e ra d a s  en l a  d e s c r ip c io n
num eric a de l a  l i s i s  ........................................................................ 5 3
I I I .  6 Ile to d o s  num eric os u t i l i z a d o s   ......................  57
1 1 1 .6 . 1  D e s c r ip c id n  de l a  m e to d o lo g fa  de c a lc u lo  
s e g u id a  en l a  s u b r u t in a  PGN, de u s u a r i o ,
d e l  p rogram a MINUIT  ................................................ 60
I I I . 7 Hesumen de c a r a c t e r f s t i c a s , p a ra m è tre s  7  p r e d i c -
c io n e s  d e l  modelo de l i s i s  ...................................   61
Notas a p ie  de p a g in a  .................................     65
D e s c r ip c id n  de f i g u r a s ...................    66
i g u r a s  ........................................................................   67
GAPITULO IV. GOMPEOBACION DE LAS HIPOTESIS PUNDA-
MEITTALES DEL MODELO .........................................................................  69
IV. 1 In troQUcci  6 n ....................................................................................... 69
17 .2  Comprobacion de l a  p a r a m e t r i z a c i o n  p ro p u esx a  p a r a
l a  c u r v a  de c rec im ienxo  b a c x e r i a n o  ..................    69
1 7 .2 .1  Dexerminacion  d e l  numéro de b a c t e r i a s  en
un c u l t i v e  .......................................    70
IV .2 .2  S v o lu c io n  d e l  c u l t i v e  b a c t e r i a n o  .............................  72
17.3  D e te rii iinac idn  e i ip e r im e n ta l  d e l  x ienpo  de a p ro -
;m.maci5n (Sitzio de a d s o rc io n j  .....................   75
17.4  Comprobacion ezm erim en ta l  de l a  em presion  dedu-
c id a  p a ra  l a  e f i c a c i a  de l a  i n f e c c i d n .................................  52
Notas a p ie  de p a g in a   ................................     94
D e s c r ip c io n  de t a b l a s   ..............................      95
T ab la s   ................        97
D e s c r ip c id n  de f i g u r a s   ..............   106
F ig u ra s              109
GAPITULO V. 3SSULTAD0S ..................................................................   ^ 145
7.1 I n t r o d u c c i d n ..................................................................................  145
7.2  P r e s e n ta c id n  y d i s c u s i o n  de r e s u l t  ado s .................................  145
7 .2 .1  D atos e x p é r im e n ta le s   ..............................................   145
7 .2 .2  T ipos de a j u s t e s  ..................     147
. 7 .2 .3  D is c u s id n  de r e s u l t a d o s  ( A ju s te s  in d i^ / id u a le s )  149
7 .2 .4  D is c u s id n  de r e s u l t a d o s  (A ju s te s  s im u lta n é  os
a g rupos  de c u rv a s  de l i s i s  de i g u a l  momento
de i n f e c c i d n .........................     132
7 .2 .5  D is c u s id n  de r e s u l t a d o s  (A ju s te s  s im u l ta n é e s  
a grupos de c u rv as  de l i s i s  de i g u a l  m u l t i -  
p l i c i d a d  de i n f e c c i d n )  ...........    154
7 .2 .6  D is c u s id n  g e n e r a l  y com probacidn experim en­
t a l  de r e s u l t a d o s   ............................   155
D e s c r ip c id n  de t a b l a s  .......................... ............................................ 160
T ab la s  ........................ ................................................ ................................  1 61
D e s c r ip c id n  de f i g u r a s   ..........................................................   163
F ig u ra s  .......................................    170
GAPITULO VI. GONGLüSIONÊo ...........................................................  222
APEÎ'ÎDICE I  ................................................................................................  22 6
3I3LI0GRAFIA............................................................................................  243
II'TTHODUGCION
1 . 1 In t r o d u c c id n  x e n e r a l
E l  o b j e t i v o  d e l  t r a b a j o  que se p r é s e n t a  en  e s t a  Memoria es  e l  desarr_o 
1 1  o de un modelo t e d r i c o  que p e rm ite  l a  i n t e r p r e t a c id n  num drica de l a  c i n ^  
m a t ic a  d e l  p ro c e so  de l i s i s  b a c t e r i a n a  p o r  fa g o s  de c i c l o  I f t i c o .  Su com­
p ro b a c id n  e x p e r im e n ta l  s e  ha  r e a l i z a d o  u t i l i z a n d o  e l  fago  X 7  l a  b a c t e -  
r i a  E . c o l i
A p e s a r  d e l  g r a n  d e s a r r o l l o  a lc a n z a d o  p o r  l a  g e n d t i c a  m o le c u la r  en e l  
co n o c im ien to  de l a  e s t r u c t u r a  7  c i c l o  b io ld g ic o  de l o s  f a g o s  an  g e n e r a l  y 
de a lg u n o s  c a so s  c o n c re to s  en p a r t i c u l a r  ( x » s e r i e  T . es e s c a s a  l a  
in fo rm a c id n  e x i s t a n t e  so b re  l a  i n t e r p r e t a c i d n  c in e m a t ic a  de l o s  p ro c e so s  -  
de l i s i s .  En l a  d ecada  de l o s  s e s e n t a  l a  e l a b o r a c id n  de modelos b io ld g ic o s  
i n t e r p r e t a t i v o s  d e l  com portam iento  de p o b la c io n e s  m ix ta s  fue  un tema de -  
t r a b a j o  abordado s d lo  de forma e s p o ra d ic a  (Caunpell 1 9 6 1  ) ,  s ien d o  en l o s  ul^ 
tim os  anos de l a  p r e s e n t s  cuando mayor e n f a s i s  se ha p u e s to  en su e s tu d io  
(Van de Bnde 1973, T itm an 1976, Chao e t  a l .  1977, Habte y A lexander  1978, 
Varon y Z ie g e r  1978 y Growley e t  a l .  1980). S i l o  e s  t a l  vez deb ido  a l  e s -  
p e c t a c u l a r  p r o g re s s  e x p e r im e n tado p o r  l a  B io lo g fa  y G e n e t ic a  M o lec u la re s  y 
a l  muy c o n s id e ra b le  d e s a r r o l l o  de l a  I n fo r m a t i c a .  E f e c t iv a m e n te , en l a  i n ­
t e r p r e t a c i d n  num erica  de l o s  p ro c e so s  de l i s i s  es n e c e s a r io  conocer  e l  corn 
p o r ta m ie n to  de l a  p o b la c id n  m ix ta  f a g o - b a c t e r i a  y d i s p o n e r  de g ran d es  orde^ 
n a d o re s  que p e rm ita n  l a  p u e s ta  en  p r a c t i c a  de modelos num erico s .  En e s t e  -  
d l t im o  s e n t id o  c o n v ien s  d e s t a c a r  que e l  t r a b a j o  ha  s id o  p o s ib l e  g r a c i a s  a 
l a  e x i s t e n c i a  en l a  JBN de un  o rd e n a d o r  de g ra n  p o te n c i a  (UNIVAC 1100/81) 
y d e l  G o rre sp o n d ie n te  equ ip o  de e x p e r t e s  en I n fo r m a t i c a .
En r e l a c i d n  con l o s  t r a b a j o s  p r é c é d a n te s  que han  t r a t a d o  temas simile^ 
r e s  conv iene  d e s t a c a r  que normalmenxe se han u t i l i z a d o  l o s  m ic ro o rg an ism es  
como m a t e r i a l  b i o l d g i c o ,  deb ido  a su r a p id e z  de c re c im ie n x o ,  e l  r e d u c id o  -  
e s p a c io  ocupado p o r  e l  im p re s c in d ib le  equ ipo  e x p e r im e n ta l ,  l a  p o s i b i l i d a d  
de c o n t r o l a r  l a s  c o n d ic io n e s  a m b ie n ta le s  y e l  pod er  o b s e rv a r  en tiem pos re^ 
l a t iv a m e n te  c o r to s  l o s  e f e c t o s  p ro d u c id o s  t r a s  v a r i a s  g e n e r a c io n e s .
ganism os e s t a  d e a ic a a a  a l  a n a l i s i s  a e l  c omp o r t  am ien to  m ic ro o ian o  en c u l t i -  
vo c o n t in u e  con s u s t r a t o s  l i m i t a n t e s .  Debido a e l l o s  (Honod 1950, H e rb e r t  
1956, Gaperon 1969) ha s id o  p o s ib le  l a  a p l i c a c i d n  de l o s  n i c r o c r g a n i s n o s  -  
p a ra  l a  p r o d a c c i jn  de a n x i b i d t i c o s , p r o t e f n a s ,  e t c .
O tra s  a p o r ta c io n e s  han e s tu d ia d o  e l  com portam iento  de dos p o b la c io n e s  
com pitiendo  po r  un  mismo medio s i n  que e n t r e  e l l a s  e x i s t a  n inguna  r e l a c i d n  
de p r e d a c i d n .  P or e je m p lo ,  l a  co m p eten c ia  e c o ld g ic a  e n t r e  dos e s p e c i e s  de 
a lg a s  d ia tom eas  p o te n c ia lm e n te  l i m i t a d a s  p o r  e l  f o s f a t o  j  s i l i c a t e  p re se n ­
t s  en  l a s  aguas (T itm an  1976).
Mayor i n t s r e s  p a ra  n o s o t r o s  o f r e c e n  l o s  e s t u d i o s  d e l  com portam iento  -  
de dos o mas p o b la c io n e s  de m icroo rgan ism os  e n t r e  l o s  que se da a lg u n a  f o r  
ma de p re d a c id n .  E n tre  e l l o s  pueden m encionarse  l o s  r e l a t i v e s  a b a c t e r i a s  
7  b a c t e r io f a g o s  ( Gampell 1971, Ghao e t  a l .  1977), p ro to z o o s  y b a c t e r i a s  -  
( Van de Bnde 1973, Habte y A lexander  197S), b a c t e r i a s  y b a c t e r i a s  p red ad o -  
r a s  (A finogenova e t  a l . .  1973, Varon y Z ie g l e r  1973),  y l o s  e s tu d io s  r e a l i -  
zados en e l  s is te m a  e c o ld g ic o  formado p o r  b a c t e r i a s ,  b a c t e r i a s  p re d a d o ra s  
de e s a s  b a c t e r i a s  y b a c t e r io f a g o s  e s p e c i f i c o s  de l a s  b a c t e r i a s  p re d a d o ra s  
(Crowley e t  a l .  1 9 8 0 ) .
E l caso  mas d i r e c ta m e n te  r e l a c io n a d o  con e l  t r a b a j o  o b je to  de l a  p re ­
s e n t s  Sfemoria es  e l  de b a c t e r i a s  y b a c t e r io f a g o s  p r e d a d o re s ,  es  d e c i r ,  baç_ 
t e r i o f a g o s  no te m p erad o s .  Un p r im e r  i n t e n t o  de d e s c r i p c i o n  d e l  p ro c e so  de 
i n f e c c i d n  y l i s i s  de un c u l t i v e  de b a c t e r i a s  p o r  b a c t e r io f a g o s  se debe a  -  
Campell q u e , desde c u e s t io n e s  g é n é r a l e s ,  expone una  r é v i s i o n  de l o s  hechos 
co n o c id o s  h a s t a  en fo n c e s  sobre  l a s  c o n d ic io n e s  de e x i s t e n c i a  de l o s  b a c te ­
r i o f a g o s .  E l t r a b a j o  ab o rd a  tam bidn  l a  d in am ica  de l a s  p o b la c io n e s  conside_ 
ra n d o ,  en  uno de l o s  c a s o s ,  e l  c omp o r t  ami e n to  de fa g o s  v i r u l e n t  os en  un me^  
d io  e c o ld g ic o  a b i e r t o  ( c u l t i v o  c o n t in u o )  en e l  que e x i s t e  una p o b la c id n  de 
b a c t e r i a s  h u e sp e d e s .  P a ra  d e s c r i b i r  e l  p ro ceso  Gampell p l a n t e a  un s is te m a  
de e c u a c io n e s  d i f e r e n c i a l e s  y a p o r t a  su s o lu c id n  p a r a  un  e s ta d o  f i n a l  e s t ^  
c i o n a r i o ,  en e l  que se a lc a n z a  un e q u i l i b r i o  e n t r e  l a  c o n c e n t r a c id n  de f a ­
gos y l a  de b a c t e r i a s .  Ademas de no s e r  e s te  e l  caso  que pre tendem os a n a l^  
z a r  con n u e s t r a  d e s c r i p c i d n  n u m e ric a ,  ya que abordâmes e l  problèm e en un  -  
me d io  e c o ld g ic o  c e r r a d o ,  e l  e s tu d i o  r e f e r i d o  no c o n s id é ra  a lg u n o s  e f e c t o s  
que estimamos de v i t a l  im p o r ta n c ia ,  como l a  p o s i b i l i d a d  de que a una bacte_
xiBS u.e j .a  u e s u j . ^ x u p u e s i i a *  â x  u x a u a j u  u,e v a x iu s x x  tsa  axx i
embargo un  p re c e d e n te  de i n t e r d s  p a r a  e l  a n a l i s i s  num erico que p o s te r io rm e n -  
t e  se p r é s e n t a .
En forma g e n e r a l  l a  e v o lu c id n  de una p o b la c id n  b a c t e r i a n a  i n f e c t a d a  
con fa g o s  v i r u l e n t o s , como elX^y , e le g id o  p a ra  t e n e r  l a  ee g u r id ad  de e s -  
t a r  en  un  p ro c e so  en que l a  r e l a c i d n  fag o  b a c t e r i a  (E c o l i  ^^qq) ®s de t i p o  
- l i^ t ic o  ( l a  p r o b a b i l i d a d  de mut a c id n  d e l  fagoXCI a form as l i s o g e n i c a s  e s  i n ­
f e r i o r  a  1 0  ^ ) ,  e s  l a  s i g u i e n t e :
Al a n a d i r  l o s  f a g o s  a l  c u l t i v o  b a c t e r i a n o ,  c r e c ie n d o  en medio l i q u i d o  
en  u n  s i s te m a  cerrad o , p a r t e  de l a s  b a c t e r i a s  de l a  p o b la c id n  son i n f e c t a d a s .  
Las no I n f e c t a d a s  s ig u e n  su p ro c e so  norm al de d u p l i c a c id n  m ie n t ra s  que l a s  
i n f e c t a d a s  p rovocan  p o r  e i p l o s i d n  l a  p r e s e n c i a  de nuevos fa g o s  en  e l  m ed io , 
que o r ig i n a r a n  e l  comienzo de un  nuevo c i c l o  de i n f e c c i d n .E l  p ro c e so  se r e -  
p e t i r a  m ie n t ra s  queden b a c t e r i a s  s u b c e p t ib l e s  de s e r  i n f e c t a d a s ,  l l e g a n d o  g r a -  
dualm ente  a un momento en  que e l  c u l t i v o  b a c t e r i a n o  d e j a  de c r e c e r  y  t r a s  un  
tiem po acaba  p o r  l i s a r  com ple tam en te . Una de l a s  m o tiv a c io n e s  de n u e s t r o  t r a _  
b a jo  ha  s id o  l a  de a n a l i z a r  e l  r e n d im ie n to  en fa g o s  de l a  l i s i s ,  d e p e n d ie n -  
do de l a s  c o n d ic io n e s  de mornento y  m u l t i p l i c i d a d , en  que se r e a l i z a  l a  in ­
f e c c i d n ,  va  que l o s  b a c t e r i o f a g o s  son uno de l o s  m a t e r i a l e s  de p a r t i d a  p a r a  
l a  o b te n c id n  de DNA y e l  l a b o r a t o r i o  de E i o f f s i c a  m o le c u la r  de l a  JEN ha  r e -  
q u e r id o  de su p ro d u c c id n  a  e s c a l a  p r e p a r a t i v a ,  dadas  l a s  c a r a c t e r f s t i c a s  de 
l a  e x p e r im e n ta c id n  que en  d l ,  h a b i tu a im e n te  se r e a l i z a  ( e s tu d io  de l a s  a l t e -  
r a c io n e s  p ro d u c id a s  en  e l  DNA p o r  a g r e s id n  a m b ie n ta l ,  r a d i a c c i d n  y  , u l t r a ­
v i o l e t s ,  r a d i c a l e s  l i b r e s ,  e t c . )
El p ro c e so  de l i s i s  c o n d u c ira  a un  mayor o menor r e n d im ie n to  en fa g o s  
y s e r a  mas o menos r a p id e  depend iendo  de to d o s  l o s  f a c t o r e s  que i n f l u y e n  en 
e l : tiem po de g e n e r a c id n  b a c t e r i a n o ,  tiem po de gener a c i d n  d e l  f a g o ,  tamano 
de l a  e x p lo s id n  (ndmero de fa g o s  p ro d u c id o s  p o r  cada  b a c t e r i a  i n f e c t a d a ) , 
mornento y m u l t i p l i c i d a d  de l a  i n f e c c i d n ,  ndmero de fa g o s  a d s o rb id o s  p o r  baç_ 
t e r i a ,  7  e l  tiem po mas o menos c o n s id e r a b le  que t r a n s c u r r a  desde que l o s  fa_ 
gos e s t a n  p r é s e n t e s  en  e l  medio h a s t a  que son a d s o rb id o s  a b a c t e r i a s . Ademas 
de e s to s  f a c t o r e s ,  cuya i n f l u e n c i a  en  e l  p ro ceso  de l i s i s  es  in d u d a b le ,  e x i ^  
t e n  o t r o s  a d i c i o n a l e s  que puede p e n s a r s e  i n f l u y a n  en l a  e v o lu c id n  de l o s  
c u l t i v e s  i n f e c t a d o s .  E s te  es  e l  caso  de l a  p o s ib le  a d s o rc id n  de fa g o s  a  r e s ­
t e s  c e l u l a r e s  p ro c é d a n te s  de l a s  l i s i s  b a c t e r i a n a s ,  l a  p o s ib le  f a l t a  de c a -  
p a c id a d  de i n f e c c i d n  de p a r t e  de l o s  fa g o s  p ro d u c id o s ,  o e l  p o s ib l e  d e s p re n -
r i  a n a s .  Toaos e s t o s  f a c t o r e s  nan s ia o  a i v i a i a o s  en dos grupos p a r a  l a  elab_o 
r a c i d n  de n u e s t r a  d e s c r i p c i d n  de l a  l i s i s ,  l a s  v a r i a b l e s  i n t e r n a s ,  que v ie ­
ns n d e f i n id a s  p a r a  un fago  y b a c t e r i a  c o n c r e te s  po r  l a s  c o n d ic io n e s  en que 
se r e a l i c e  e l  c u l t i v o ,  y l a s  e n t e r n a s ,  que aepenaen  de l a s  c o n a ic io n e s  en -  
que se l i e  va a cabo l a  i n f e c c i d n ,  c o n c re taz ien te  l a  c o n c e n t r a c id n  de fa g o s  -  
i n i c i a l  y e l  moment o en que se r e a l i z a  l a  i n f e c c i d n  r e l a t i v e  a l a  c u rv a  de 
c re c im ie n to  b a c t e r i a n o .  31 t r a b a j o  que se p r é s e n t a  e s  una d e s c r i p c i d n  com­
p l é t a  d e l  p ro c e so  de l i s i s  en f u n c id n  de l a s  dos v a r i a b l e s  e x te r n e s  e i n c o r  
porando l a s  i n t e r n a s  en  form a de p a ra m é tré s  que una vez d e te rm in a d o s ,  me­
d i a n t  e a j u s t e  a  m edidas de d e n s id a d  d p t i c a  r e a l i z a d a s  en l o s  c u l t i v e s ,  f i -  
j a n  com pletam ente e l  p ro c e so  de l i s i s .  P e rm ite  p o r  l e  t a n t o  d i s p o n e r  de un 
in s t r u m e n te  num erico  p a r a  l a  i n t e r p r e t a c i d n  de l a  c in e m a t ic a  de l a  l i s i s  -  
a s f  como d é f i n i r ,  en  c u a l q u i e r  memento, l a  s i t u a c i o n  de un c u l t i v o ,  y p a r t ^  
c u la rm e n te  su  re n d im ie n ro  una vez que lia l i s a d o  com ple tam ente . De nane_
r a  mas p r é c i s a ,  e l  modelo d e s a r r o l l a d o  se ha form ulado de form a f a c t o r i z a d a  
a te n d ie n d o  fundam enta im en te  a l a s  e ta p a s  de mayor im p o r ta n c ia :  aproirLmacidn 
de fa g o s  a  b a c t e r i a s ,  i n f e c c i d n  y p ro d u c c id n  de nuevos fa g o s  y e x p lo s io n  -  
b a c t e r i a n a .  Los d i s t i n t o s  f a c t o r e s  que i n f l u y e n  en e l  p ro c e so  se han c o n s i -  
derado  a t r a v é s  de e x p r e s io n e s  que t r a d u c e n  e l  com portam iento  d e l  c u l r i v o  -  
i n f e c t a d o .  E l d e s a r r o l l o  de e s t a s  e x p re s io n e s  ha  r e q u e r id o  p rev iam en te  d i s ­
p o n er  de una i n t e r p r e t a c i d n  a n a l f t i c a ,  d e p e n d ie n te  de p a ra m è tre s  d é te rm in a -  
dos con m edidas e i r o e r im e n ta le s , de l a s  d i s t i n t a s  f a s e s  d e l  c re c im ie n to  de -  
una p o b la c id n  b a c t e r i a n a  en a u s e n c ia  de f a g o s ,  y l a  fo rm u la c id n  de dos ex­
p r e s i o n e s ,  una e m p fr ic a  que p e rm ita  i n x e r p r e t a r  l a  ap ro x im ac io n  de l o s  f a ­
gos a l a s  b a c t e r i a s  en nue s t r a s  c o n d ic io n e s  e x p é r im e n ta le s ,  y o t r a  p a r a  ca_l 
c u l a r  e l  numéro de f a g o s  prom edio a e l l a s  a d h e r id o s .  Ambas e x p re s io n e s  han 
s id o  p robadas  e x p e r im e n ta im e n te .  La v a l id e z  p r e d i c t i v a  d e l  modelo num erico 
se ha  es tim ado  p o r  com parac idn  de l o s  v a l o r e s de l o s  p a ra m e tro s  de mayor i n  
t e r e s  b io ld g ic o  ( tiem po  de g e n e ra c id n  d e l  f a g o ,  tamano de l a  e x p lo s id n  bac­
t e r i a n a  y c o n s ta n te  r e p r e s e n t a t i v e  de l a  ap ro x im a c id n  f a g o - b a c t e r i a )  con e l  
o b te n id o s ,  y l o s  d e te rm in a d o s  e x p e r im e n ta im e n te .
llo e x i s t  en a c tu a ln e n te  en l a  b i b l i o g r a f f a  modelos a l t e r n a t i v e s  y es  po_ 
s i b l e  p e r f e c c i c n a r  l o s  c a l c u l e s  d e l  que se p r é s e n t a  a n e d i r a  que se r e q u i e -  
r a n  pre^ '/is iones  mayors s .
n a  s i g u i e n t e :
-  3n e l  c a p f t u l o  I I  se d e s c r ib e  l a  m e to d o lo g ia  e x p e r im e n ta l  u t i l i s a d a  p a ra  
r e a l i z a r  l a s  medidas en  que se apoyan t a n t e  l o s  c a l c u lo s  r e a l i z a d c s  oor e l  
modelo num erico como l a  com probacidn de l a s  h i p d t e s i s  u t i l i z a d a s .
-  El c a p i t u l e  I I I  p r é s e n t a  l a  d e s c r i p c i d n  m atem atica  d e l  p ro ceso  de i n f e c ­
c id n  y l i s i s  s ep aran d o  l a s  fo rm u la c io n e s  que c o r re sp o n d e n  a l a s  d i s t i n t a s  
p a r t e s  d e l  mismo, ju n to  con l a  e x p o s ic id n  de l a s  h i p d t e s i s  en  e l l a s  c o n s id e ­
r a d a s .  Tambien se d e s c r ib e n  l o s  mdtodos nilm ericos u t i l i z a d o s .
-  Las com probaciones e x p é r im e n ta le s  de l a s h i p d t e s i s  d e l  m odelo , que son  e l  
s o p o r te  im p re s c in d ib le  de l a  fo rm u la c id n  t e d r i c a  e x p u e s ta  en e l  c a p i t u l e  I I I  
se p r e s e n t an  en  e l  IV.
-  E l  c a p i t u l e  Y m u e s tra  l e s  r e s u l t a d o s  o b te n id o s  en  l a  i n t e r p r e t a c i d n  de l a s  
c u rv a s  de l i s i s ,  p a r a  c u l t i v e s  b a c t e r i a n o s  i n f e c t a d o s  en  d i s t i n t o s  mementos 
de su e v o lu c id n  y con m u l t i p l i c i d a d e s  tam b ien  d i f e r e n t e s .  Se d i s c u t e n  l a s  
v e n t a j a s  y l i m i t a c i o n e s  d e l  modelo y se e v a lu a n  l o s  r e s u l t a d o s  o b te n id o s .
-  Las c o n c lu s io n e s  se resum en en  e l  c a p i t u l e  VI.
Con o b je to  de co n o c e r  l a s  c a r a c t e r i s t i c a s  de l a  e s t i r p e  de fag o  u t i -  
l i z a d a ,  que s u s t e n t a n  p a r c ia lm e n te  l a s  h i p d t e s i s  base d e l  modelo, p r é s e n t â ­
mes a c o n t in u a c id n  una r e v i s i d n  b i b l i o g r a f i c a  d e l  b a c t e r io f a g o  e l e g id o  pa­
r a  l a  r q a l i z a c i d n  d e l  t r a b a j o .
1 .2  E l  fago Lambda, 'le ne r  a l i d a d  es
E l  fago  Lambda e s t a  compuesto p o r  una m o lecu la  de D27A de 30 .3x10° d a l -
to n s  e n c e r ra d a  en una c u b i e r t a  p r o t e i c a ,  l a  c a p s id a ,  de apro:d.madamem:e 3 0 % 
xlO° d a l t o n s .  La c a p s id a  e s t a  form ada p o r  dos p a r t e s  b ie n  d i f e r e n c i a d a s , d ^
nominadas cabeza  y c o l a .  La cabeza  es  una e s t r u c t u r a  hueca  de forma i c o s a -
h d d r ic a  con un d ia m è tre  de 0.055 U (550 a) y una c a p a c id a d  de 9x10“ '  b En 
e l l a  se a l o j a  e l  DNA de forma b a s ta n te  com pacta , ya  que e l  volumen minimo -  
ocupado po r una v a r i l l a  de DBA de 17 y de lo n g iô u d  y 0 .002 y de d ia m e tro  es  
de 5x10“  ^ y La c o l a ,  con una lo n g i tu d  de 0 .15  y ( l5 0 0  a) y una an ch u ra  de
g
0.012 u (120 Â ) , e s r a  formada po r  35 a n i l l o s  i g u a l e s  y su exvrcmo d i s r a l  es  
una f i n a  f l o r a  t e r m i n a l  de 0.025 y (250 a) de l o n g i r u d  y 0.002 y (20 Aj de -  
a n ch u ra .  El c o e f i c i e n t e  de s e d im e n ta c io n  de l a  cabeza  s i n  e l  ENA es de 114 
3 y e l  de l a  c o l a  de 43 3 ( E i s e r l i n g  and 3oy de l a  Tour 1965, Kemp ez  a l .  -
1968, îCellembergar and Edgar 1971,  H arrison ez  a l .  1973) .
El Lambda es  un fago  tempe r a d e .7  como t a l  t ra s  su i n f e c c i d n  a E . c o l i  pue­
de e n a r a r  en  'un c i c l o  de t i p o  I f z i c o  0 l i s o g e n i c o .  En e l  p r im e r  caso  e l  
DilA d e l  fago  se r e p l i c a  7  p roduce nus vos fa g o s  que t r a s  l a  l i s i s  b a c t e r i a ­
na  pueden i n i c i a r  un  nuevo c i c l o .  En e l  segundo caso  e l  DITA se i n t e g r a  co­
mo p ro fa g o  en e l  cromosbma b a c t e r i a n o  r e p l io & id o s e  con é l  y c o n f i r i e n d o  a l  
hu^sped inm unidad de s u p e r in f e c c id n  p o r  fa g o s  d e l  mismo t i p o .  La s i t u a c i d n  
de l i s o g e n i a  puede a l t e r a r s e  y e n t r a r  en  e l  c i c l o  I f t i c o  p o r  l a  a c c id n  de 
c i e r t o a  a g e n te s ,  p o r  e je m p lo ,  l a  r a d i a c i o n  u l t r a v i o l e t a .  La e n t r a d a  en  uno 
u o t ro  t i p o  de c i c l o  depende de l a s  c o n d ic io n e s  de i n f e c c i d n  y de l o s  geno, 
t i p o s  d e l  fag o  y l a  b a c t e r i a .
A cruaim ente se conoce l a  l o c a l i z a c i d n  to p o ld g ic a  de l o s  genes que corn 
ponen e l  DiTA de Lambda, e s  d e c i r ,  su mapa g e n é t ic o  (Campbell 1971, E cho ls  
and M uria ldo  1973, S z y b a ls k i  and SzybalskL 1979, D a n ie ls  e t  a l .  I9 6 0 ) .  E l  -  
DIîA de Lambda posee un t o t a l  de 35 g e n e s ,  de l o s  c u a l  es  20 c o d i f i c a n  l a  i n  
fo rm ac id n  n e c e s a r i a  p a ra  l a  s f n t e s i s  de l a s  p r o t e in a s  que componen l a  cabe_ 
za y l a  c o l a  d e l  f a g o ,  9 se  u t i l i z a n  en  e l  c o n t r o l  de l a  r e p l i c a c i d n  recom 
b in a c id n  y l i s i s  y l o s  s e i s  r e s t a n t e s  son genes r e g u l a d o r e s ; de e s to s  u l t ^  
mos, c u a t r o  se em plean en  e l  e s t a b le c i m i e n t o  y m an ten im ien to  de l a  l i s o g e ­
n i a  y t r è s  en e l  c o n t r o l  de l a  s e c u e n c ia  p r o p ia  d e l  d e s a r r o l l o  l I t i c o , y  -
po r  lo  t a n t o  un gen r e g u la d o r  es  comun a  ambos t i p o s  de c i c l o s  de v id a  -
d e l  fa g o .
La l i s o g e n i a  no es  una fu n c id n  e s t r i c t a m e n t e  n e c e s a r i a  p a ra  e l  d e sa ­
r r o l l o  d e l  fag o  Lambda p u e s to  que es  e l  c i c l o  l l t i c o  e l  que l e  p e rm ite  mu^ 
t i p l i c a r s e .  P or e s to  l o s  m u tan te s  en genes  n e c e s a r io s  p a ra  l l e v a r  a cabo -  
e l  c i c l o  I f t i c o  s u e le n  s e r  l é t a l e s  y se l e s  ha  l lam ado  genes  e s e n c i a l e s  -  
( Ja c o b s  P u e r s t  and Woilm an  1957). E l mapeo s i s t e m a t i c o  d e l  fago  Lambda co -  
menzd con e l  a i s i a m ie n to  de m u tan te s  l é t a l e s  c o n d i c i o n a l e s , e s  d e c i r ,  mu­
t a n t e s  de e s to s  genes e s e n c i a l e s  que s o lo  pueden ^/l^ûr en c i e r t a s  c o n d ic i£  
nés p e rm is !v a s  (Campbell 1961, P a rk in so n  1968). E l numéro vCGal de genes -  
que pueden s e r  m u tan tes  l é t a l e s  c o n d ic io n a le s  es  de 24 (l.Ioun~ e t  a l .  19 65) 
to d o s  e l l o s  se denominan con l e t r a s  m ay u scu la s .  Los m uranres  no 1 e r a i e s  -  
son a q u e l lo s  que se p ro d u cen  en genes no e s e n c i a l e s  p a ra  e l  d e s a r r o l l o  d e l  
c i c l o  I f t i c o ,  es  d e c i r ,  l o s  genes  r e s p o n s a b le s  de l a  l i s o g e n i a ,  i n t e g r a —
c id n ,  e x c i s id n  y r e  c ombinac i  dn v e g e t a t i v a .  E l e s t a b le c im ie n to  y m an ren i-
m iento  de l a  l i s o g e n i a  e s t a  c o n t ro la d o  fundam enta lm ente  p o r  l o s  genes c l .
c l l  7  c I I I  7  p o r  e l  gen c r o .  La p r o t e i n a  c ,o d if ic a d a  p o r  e l  gen c l  e s  nece­
s a r i a  p a ra  e l  e s t a b le c im ie n to  7  n a n te n in i c n r o  de l a  l i c o g e n i a  7  es  una pro_ 
t e f n a  r e p r c s o r a  d e l  c i c l o  I f t i c c .  Los genes c l l  7  c I I I  c o d i i i c a n  una p ro -  
r e f n a  e s p e c f f i c a  n e c e s a r i a  p a ra  e l  e s r a c l e c i n i e n r o  de l a  l i s o g e n i a  aunque 
no p a ra  su m a n te n im ie n to ,  E l  gen c ro  c o d i f i c a  una p r o t e i n a  r e g u l ad o ra  que 
c o n t r ô l a  un r e p r e s o r  de genes  d e l  d e s a r r o l l o  l i t i c o .  O tros  genes n e c e sa ­
r i o s  p a r a  l a  l i s o g e n i a  son  l o s  i n t  7  x i s  r e q u e r id o s  p a r a  l a  i n t e g r a c i d n  7  
e x c i s id n  d e l  p ro fa g o .  S x i s t e n  m u tan te s  en  to d o s  e s t o s  genes que con l o s  mu 
t a n t e s  en l o s  genes re d  a  , r e d  S , gam ( re s p o n s a b le  de l a  r e  com b in a c id n  ve— 
g e t a t i v a )  7  r e x  (no muy b ie n  c a r a c t e r i z a d o )  c o n s t i t u y e n  e l  grupo de l o s  ge  ^
nes no e s e n c i a l e s ,  For s u p u e s to  que e x i s t e n  tam bien  lo c u s  c o n t r o l a d o r e s , -  
es d e c i r ,  o p e ra d o re s ,  p ro m o to re s  y t e r m ia a d o r e s .
E l  o rd en  c r o n o ld g ic o ,  que no to p o ld g ic o ,  en e l  que se m a n i f i e s t a n  l o s  
genes d e l  fago  Lambda una  vez que su DITA ha e n t r a d o  en l a  b a c t e r i a  huesped  
ha conducido  a c l a s i f i c a r l o s  en genes  tem pranos 7  genes t a r d i o s  (Jaco b  e t  
a l .  1 9 5 7 ) .  Los genes  temprsinos se e x p re sa n  10 m inu tos  despues  de l a  i n f e c ­
c id n  y l o s  m u tan te s  en  e s t o s  genes  son in c a p a c e s  de l l e v a r  a cabo l a  r e p l ^  
c a c id n  d e l  genoma d e l  fag o  (E is e n  e t  a l .  1966, J o y n e r  e t  s il. 1966, Dove -  
1966); son l o s  denom inados; IT, 0 ,  P , i n t ,  x i s ,  re d ®  , r e d  g y gam. E l  -  
gen IT es  un gen r e g u la d o r  y c o d i f i c a  l a .  i n f  orm acidn n e c e s a r i a  p a ra  l a  s i n -  
t e s i s  de una p r o t e f n a  e s e n c i a l  p a r a  l a  e x p r e s id n  de l a s  s u b s ig u i e n t e s  f u n -  
c io n e s  de l o s  genes tem p ra n o s ,  l o s  m u ta n te s  IT" son in c a p a c e s  de e x p r e s a r  -  
n inguna  fu n c id n  d e l  c i c l o  I f t i c o .  Los p ro d u c to s  de l o s  genes 0 7  P e s r a n  -  
d i re c ta m e n te  im p l ic a d o s  en l a  r e p l i c a c i d n  p o r  lo  que l o s  m u tan tes  d e f e c t i ­
ves en N, 0 o P no s i n t e t i s a n  n i  DNA n i  HM. Los genes i n t  y x i s  e s t a n  r e -  
la c io n a d o s  con l a  i n t e g r a c i d n  y e x c i s id n  n e c e s a r i a s  p a r a  e l  e s ta b le c im ie n ­
to  de l a  l i s o g e n i a  y l o s  in te r c a m b io s  c ro m o sd n ico s .  Los genes  re d  a , r e d  
$ y gam ( im p l ic a d o s  en l o s  p ro c e so s  de reco m b in ac id n  v e g e t a t iv a )  ju n to  
con l e s  i n t  y x i s  dependen d e l  gen IT p a r a  su e x p r e s id n .
Los genes t a r i f e s  se m a n i f i e s t a n  h a s t a  70 min ie s p u e s  de l a  e n t r a d a  -  
d e l  DilA de lamed a en l a  b a c t e r i a  (Dove 1966, V e ig le  1966) 7  son l o s  que co_ 
d i f i c a n  l a s  p r o te f n a s  es  t r u e  r u r a l e s  de l a  cabeza  ( a ,  V/, 3, G, nu3, D, E, -  
? I ,  ? I l )  7  de l a  c o la  (S ,  IT, V, G, T, H, M, L, K, I ,  j )  y l o s  genes Q, H,
S 7  r e x .  E l gen r e g u la d o r  Q cuyo p r o d u c ts  es  n e c e s a r io  p a r a  que se t r a n s -  
c r ib a n  to d o s  l o s  genes t a r d f o s ,  e l  gen 3. r e s p o n s a b le  de l a  p ro d u c c id n  de -
una e n d o l i s i n a  que h i d r o l i z a  am inoac idos  a l  nodo de una e n d o p e p t id a s a  (no 
t i e n e  a c c id n  m uramidasa como l a  de l a  l i s o z i m a ) , e l  gen S cuyo p ro d u c to  es  
n e c e s a r io  p a ra  l a  l i s i s  (no se conoce aun b ie n )  y e l  gen re ::  cue e s t a  im- 
p l i c a d o  en l a  i n h i b i c i d n  de l a  l i s i s  ( d e l  p ro d u c ro  d e l  gen H) ( Jo y n e r  ez  -  
a l .  1966, Dove 1966, Campbell and Del C am pillo -C am pbell 1965, H a r r i s  e t  a l .  
1967, T a y lo r  1971, Mount e t  a l .  1968, Reader and S im in o v i tc h  1 9 7 1 -a -b ,  -
Campbell and R o lfe  1975, W eigle 1966, Paric inson  1963, Boklage e t  a l .  1975, 
Ray and M urialdo 1975).  C u a lq u ie r  m u tan te  e n  un  gen  t a r d f o ,  aun  s ie n d o  c a -  
paz de c o m p le ta r  l a  r e p l i c a c i d n ,  no e s  capaz de l l e v a r  a cabo l a s  i tL t in a s  
e t a p a s  d e l  c i c l o  I f t i c o  (Jaco b  e t  a l .  1957).
A tendiendo a su p o s ic i d n  pueden  e s t a b l e c e r s e  c u a t r o  g rupos  de g en es ;  
e l  p r im e r o , s i tu a d o  prdximo a l  c e n t r o  en e l  mapa g e n e t i c o , in c lu y e  lo s  ge­
nes  n e c e s a r io s  p a r a  l a  r e g u l a c i d n  de l a  l i s o g e n i a  y e l  c i c l o  I f t i c o ;  son -  
l o s  genes c l ,  c l l ,  c I I I ,  c ro  y II. E l  segundo grupo in c lu y e  l o s  genes  0 y P 
r e s p o n s a b le s  de l a  r e p l i c a c i d n  tem prana  y e l  gen r e g u la d o r  Q, que e s t a n  s ^  
tu a d o s  a c o n t in u a c id n  d e l  p r im e r  grupo de g e n e s .  E l  t e r c e r  grupo in c lu y e  -  
l o s  genes im p l ic a d o s  en l a s  fu n c io n e s  r e c o m b in a n re s , i n t ,  x i s ,  r e d  ® , r e d  
$ y gam, l o c a l i z a d o s  a l  o t r o  la d o  de l o s  genes  d e l  p r im e r  g ru p o .  E l c u a r -  
to  grupo e s t a  formado p o r  l o s  genes  e s t r u c t u r a l e s  de l a  cab eza  (A, W, 3 ,  C 
lTu3 , D, S , F I ,  F I l )  y de l a  c o l a  (Z, U, V, G, T, H, II, L, K, I ,  J  ) s i  tu a ­
dos en un extrem e d e l  genoma y l o s  genes im p l ic a d o s  en l a  l i s i s , .  S y R, lo_ 
c a l i z a d o s  en e l  o t r o  ex trem e d e l  genoma.
1 .3  Los c ro c e so s  de a d s o rc id n  e in y e c c id n
Las fu n c io n e s  de l a s  p r o t e f n a s  e s t r u c t u r a l e s  de l a  c o la  d e l  X en l o s  
p ro c e so s  de a d s o rc id n  e in y e c c id n  no e s t a n  to ta lm e n te  d e f i n id o s ;  no obs­
t a n t e ,  p a re c e  que l a  f i b r a  d i s t a l  e s  l a  p r im e ra  p a r t e  que toma c o n ta c t s  -  
con l a  b a c t e r i a  y e s  l a  r e s p o n s a b le  de l a  e s p e c i f i c i d a d  d e l  h u esp ed .  3e s ^  
be , s i n  embargo, que l a  a d s o rc id n  a S . c o l i  depende de l a  p r e s e n c i a  de un 
r e c e p t o r  p r o te ic o  de l a  membrana de l a  b a c t e r i a  c o d iz ic a d o  p o r  e l  gen lamb 
(R a n d a l l - H ozelbauer and Schw artz 1973) ya que l a s  b a c t e r i a s  m uranzes en e l  
p ie r d e n  l a  cap ac id ad  de a d s o rc id n  de fa g o s  Lambda ( T h i r io n  and Hofnung -  
1972, S c o t t  and S i lh a b y  1930). La p r o t e f n a  r e c e p t o r a  de Lambda se s i n r e t i -  
za  p r e f  e ren tem en te  en  p o l i  s ornas u n i  do s a membranas en forma de un p r e c u r ­
s o r  mas l a r g o  (R an d a ll  e t  a l .  1979, Marchai e t  a l .  1980). R e c ie n te s  e s t u —
am inoacidos d e l  p r e c u r s o r  de l a  p r o t e i n a  r e c e p t o r a  de Lambda lian r e v e la d o  
que d ich o  p r e c u r s o r  poses  2 5  am inoac idos  mas de e x te n s id n  en e l  eirtremo -  
amino te r m in a l  de l a  m o lecu la  ( l ie d g re th  e t  a l . 1930). E s te  p e p t id o  e o n t i ^  
ne una g ran  p r o p o rc io n  de am inoac idos  h id r o f c b i c c s  7  es  e l  que i n i c i a  l a  
u n io n  d e l  conple .jo  de t r a s l a c i o n  a l a  membrana ( l l c b e l  and D o b b e rs t s in  -  
1 9 7 5 ) .  La a d s o rc id n  a l a  b a c t e r i a  d e l  fago  Lambda es  un p ro c e so  en dos -  
e t a p a s ,  l a  p r im e ra  es  un s im ple  c o n ta c ta  s i n  p e r d id a  de i n f e c t i v i d a d  po r  
p a r t e  d e l  fago  ( a  no s e r  que se anada  c lo ro fo rm o  0 e t a n o l  en  c a n t id a d e s  -  
s a t u r a n t e s ) , en  t a n t o  que l a  segunda es  una a s o c i a c i d n  i r r e v e r s i b l e  con -  
p e rd id a  de l a  i n f e c t i v i d a d ,  en l a  que se  p roduce a lg iîn  cambio conformacio^ 
n a l  (semej a n t e  a l  que se p roduce  p o r  l a  a d i c id n  de c lo ro fo rm o  0 e t a n o l )  — 
(Schw artz  1975). Despues de l a  a d s o r c id n ,  l a  i n y e c c id n  d e l  DNA d e l  fago  
no se p roduce a u to m a tic a m e n te s in o  en una e t a p a  su b se c u e n te  p e r fe c ta m e n te  
d i f e r e n c i a d a  como se pone de m a n i f i e s t o  p o r  e l  hecho de que a b a ja s  rempjs 
r a t u r a s  l a  a d s o rc id n  puede o c u r r i r  s i n  i n f e c c i d n  (Soa and S c a n d e l la  1975, 
Maclcay and 3ode 1 9 7 6 a -b ) .
3s im p o r ta n te  d e s t a c a r  que en p r e s e n c i a  de m a l to sa  0 m a l to d e x t r in a s  
en e l  m edio , y en e s t i r p e s  de b a c t e r i a s  S . c o l i  Mal"** l a  p ro d u c c id n  de r e ­
c e p to r  p r o t e i c o  es  t a l  que l a  membrana de l a  b a c t e r i a  puede c o n te n e r  h a s t a  
6x10^ s i t i o s  de u n id n  p a ra  l a  a d s o rc id n  d e l  fago  (M. Schw artz 1975) de t a l  
manera que l a  v e lo c id a d  de a d s o rc id n  e s t a  en  l a  p r a c t i c a  c a s i  e x c lu s iv a n e n  
t e  . l im i t a d a  p o r  l a  f r e c u e n c ia  de c o l i s i o n e s  e n t r e  l o s  fag o s  y l a s  b a c te ­
r i a s  ( S c h le s in g e r  1932, Schw artz  1975). En e s tu d i o s  r e a l i z a d o s  ”i n  " / i t ro "  
se han podido  m ed ir  l a s  v e lo c id a d e s  de a s o c i a c id n  7  d i s o c i a c id n  de l a  p ro­
t e i n a  r e c e p t o r a  a fa g o s  Lambda en d i f e r e n t e s  c o n d ic io n e s  de f u e r z a  i d n i c a .  
La c a n t id a d  de r e c e p t o r  un id o  a fago  depende mucno de l a  f u e r z a  i d n i c a ,  l a  
maxima c o n c e n t r a c id n  de com plejo  se o b t ie n s  en p r e s e n c i a  de c a t io n e s  d iv a -
l e n t e s  (Mg^ "*", Mn^ "**, Ga^*) e n t r e  10“ ^ y 2x10"^ M. En p r e s e n c i a  de 2x10"^ M
2. — 12
Mg l a  c o n s ta n te  de e q u i l i b r i o  es  5x10“ M, m ie n t r a s  que l a  c o n s ta n te  de
a s o c ia c id n  es  4 x 1 0 ^ S“ ^, consecuen tem en te  l a  r e a c c id n  p a re c e  e s t a r  l i -
m itada  e s e n c ia lm e n te  p o r  l a  d i f u s i d n .
P ara  que se p roduzca  l a  in y e c c id n ,  ademas de lo s  r e c e p û o re s  e s p e c i f i -  
cos de l a  membrana b a c t e r i a n a  se r e q u ie r e n  o t r a s  fu n c io n e s  de l a  c e l u l a  
huesped . En e f e c t o ,  l o s  m u tan te s  p e l "  de E. c o l i  im piden  l a  in y e c c id n  de -  
fagos  aunque e s t e n  i r r e v e r s i b l e m e n f e  u n id o s  a su s u p e r f i c i e  7  s o lo  mut an-
C o n se c u e n te n e n te , se p i e n s a  que t a n t o  l a s  p r o t e in a s  7 como l a s  H ju e g a n  a l  
gun p ap e l  en  l o s  oambios c o n fo rm a c io n a le s  n e c e s a r io s  p a ra  l a  in y e c c id n  d e l  
DI'TA d e l  fago  a l a  b a c t e r i a  (S c a n d e l la  and .I rb e r  1974, 197c).
De acuerdo  con lo  ex p u es to  p a rece  ra z o n a b le  a d m i t i r ,  en p r im e ra  ap ro ­
x im ac idn , que l a  p r o b a b i l i d a d  de a d s o rc id n  de un fago Lambda a una b a c t e -
* X  2 .
r i a  huesped Mal , en  adecuadas  c o n d ic io n e s  de c o n c e n t r a c id n  de , s e a  -  
c o n s id e ra d a  desde e l  punto  de v i s t a  c in e m a t ic o  como l a  p r o b a b i l i d a d  de cho_ 
que a l  a z a r  e n t r e  ambos.
1 .4  F unc iones  de l o s  genes  " c l e a r "
Las b a c t e r i a s  l i s o g e n i c a s ,  a q u e l l a s  que c o n t ie n e n  e l  DITA d s l  fago  -  
Lambda como p ro fag o  i n c l u i d o  en su genoma, pueden s e r  i d e n t i f i c a d a s  p o r  -  
dos c a r a c t e r i s t i c a s : inm unidad de s u p e r in f e c c id n  p o r  o t ro  fago  d e l  mismo -
t i p o ,  i n c l u s o  I f t i c o ,  y p o s i b i l i d a d  de in d u c c id n  de l i s i s  p o r  d iv e r s o s  -
a g e n te s .  Ambas c a r a c t e r f s t i c a s  son e l  r e s u l t a d o  de u n  u n ic o  s is te m a  de con 
t r o l ;  l a  u n ic a  fu n c id n  d e l  p ro fa g o  es  l a  de s i n t e t i z a r  s u f i c i e n t e  p r o t e f n a  
r e p r e s o r a  p a r a  im p e d ir  l a  e x p r e s id n  de to d o s  l o s  genes  excep to  de e l  mismo. 
E s te  r e p r e s o r  es  capaz tam b ien  de a c t u a r  so b re  e l  DKA de c u a l q u i e r  fag o  su­
p e r i n f e c t a n t e  d e l  mismo t i p o  im pid iendo  l a  e x p r e s id n  de c u a lq u i e r a  de l a s  -  
fu n c io n e s  t a n t o  d e l  c i c l o  I f t i c o  como l i s o g e n i c o .  S in  embargo, l a  in d u c c id n  
d e l  p ro fag o  puede s u c e d e r  s i  se i n a c t i v e  a l  r e p r e s o r  p e r n i t i e n d o ,  p o r  t a n t o ,  
l a  e x p re s id n  de l a s  fu n c io n e s  n e c e s a r i a s  p a ra  e l  d e s a r r o l l o  d e l  c i c l o  I f t i ­
co . Aunque l a  in d u c c id n  puede su c e d e r  e sp o n ta n e a m e n te , su f r e c u e n c ia  es  mu-
cho mayor p o r  a c c id n  de a lg u n o s  a g e n te s  como l a  r a d i a c i d n  u l t r a v i o l e t a ,  l a
L ü tom ic ina  G, e t c .
P a ra  que se e s t a b l e z c a  l a  l i s o g e n i a  es  n e c e s a r io  que e l  genoma d e l  f a ­
go e s t e  in t e g r a d o  en e l  de l a  b a c t e r i a  huesped  y que comience l a  s f n t e s i s  -  
d e l  r e p r e s o r  p a r a  im p e d ir  l a  e x p r e s id n  de l a s  fu n c io n e s  I f t i c a s .  E l e s t a b l y  
c im ie n to  de l a  s f n t e s i s  d e l  r e p r e s o r  r e q u i e r s  l a  p a r t i c i p a c i d n  de 5 genes  -  
de c o n t r o l .  E l m an ten im ien to  de l a  l i s o g e n i a ,  es  d e c i r ,  de l o s  n i v e l e s  a d e -  
cuados de p r o te f n a  r e p r e s o r a ,  r e q u i e r s  s i n  embargo l a  t r a n s c r i p c i d n  de un -  
u n ic o  gen. La f u n c id n  de l a  p r o te f n a  r e p r e s o r a  es  l a  de u n i r s e  a dos o p e ra ­
d o re s  que c o n t r o la n  l a  t r a n s c r i p c i d n  de l o s  genes a d y a c e n te s  cuyos p ro d u c -
l l o  I f t i c o .  Al u n i r s e  a e s to s  o p e ra d o re s  e l  r e p r e s o r  impide l a  t r a n s c r i p -  
c io n  de to d o s  l o s  genes  de Lambda menos e l  suyo mismo.
A p e s a r  de que no se conoce b ie n  como se i n a c t i v e  e l  r e p r e s o r  p o r  l a  
r a d i a c i o n  u l t r a v i o l e t a  o p o r  l a  L iitom icina  C, s i  se conoce que l a  i n a c t iv a ,  
d o n  d e l  r e p r e s o r  y p o r  t a n t o  l a  i n i c i a c i o n  de l a  t r a n s c r i p c i d n  de l o s  ge­
nes  im p l ic a d o s  en e l  c i c l o  I f t i c o  p roduce  un e f e c to  de " t u r n  o f f "  sob re  e l  
gen  impi d i e n d o ie  s i n t e t i z a r  de nuevo p r o t e f n a  r e p r e s o r a .  Sn d e f i n i t i v e ,  l o s  
n i v e l e s  de r e p r e s o r  en  l a  c e l u l a  e s t a n  s u j e t o s  a 3 s i s te m a s  de c o n t r o l ;  e l  
d e l  e s t a b l e c i m i e n t o ,  e l  de m an ten im ien to  y e l  " t u r n  o f f " .
Los genes  im p l ic a d o s  en  l a  l i s o g e n i a  f u e ro n  i d e n t i f i c a d o s  m ed ian te  e l  
a i s i a m ie n to  de m u ta n te s  in c a p a c e s  de l i s o g e n i z a r .  La t u r b id e z  de l a s  p l a ç a s  
de l a  e s t i r p e  s a l v a j e  de Lambda ( X ’*’) e s  d e b id a  a l  d e s a r r o l l o  de c o lo n ie s  -  
l i s o g e n i c a s  d e n tro  de l a  zona ocupada p o r  l a s  b a c t e r i a s  l i s a d a s  que form an 
l a  p l a ç a  de l i s i s  ( l a  f r e c u e n c i a  e s p o n ta n e a  de a p a r i c i d n  de l i s o g e n a s  en l a  
e s t i r p e  X es  d e l  o rd e n  de 4 x 1 0 "^ ) .  S in  embargo y tam bien  espon taneam ente  
se s u e le n  p r o d u c i r  d e l  o rd e n  de p l a ç a s  c l a r a s  ( " c l e a r " ,  c ) ,  es d e c i r ,
m u ta n te s  in c a p a c e s  de p r o d u c i r  l a  l i s o g e n i a ,  p o r  s u p u e s to  l a  u t i l i z a c i d n  de 
m utagenos hace que aumente su p ro d u c c id n .  Se han a i s l a d o  h a s t a  t r è s  t i p o s  -  
de p l a ç a s  " c l e a r "  ( o l ,  c l l  y c l l l )  ( K a i s e r  1957). Los m u tan te s  c l  m u e s tra n  
l i s i s  co m p lé ta  y p ro d u cen  p o f  t a n t o  p l a ç a s  com pletam ente c l a r a s  (e x c e p to  -  
l a s  c e l u l a s  d e r iv a d a s  de l a s  b a c t e r i a s  r é s i s t a n t e s  a l a  i n f e c c i d n ) , e s to s  -  
m u ta n te s  p r e s e n ta n  una  f r e c u e n c i a  e sp o n ta n e a  de l i s o g e n i a  i n f e r i o r  a 1 0  
Los m u ta n te s  c l l  d e s a r r o l l a n  p l a ç a s  que t i e n e n  en su c e n t r o  un acumulo de -  
c o lo n ia s  de b a c t e r i a s  l i s o g e n i c a s  p a r a  l o s  m u tan te s  c l l ,  e s to s  m u tan te s  pue_ 
den fo rm ar  l i s d g e n o s  con f r e c u e n c i a s  de 10“ ^ a 10“ ^. Los m u tan te s  c I I I  que 
form an p la ç a s  c a s i  com pletam ente c u b i e r t a s  de b a c t e r i a s  l i s o g e n i c a s  p a ra  e ^
t e  t i p o  de m u ta n te s ,  form an l i s d g e n o s  espon taneam en te  con una f r e c u e n c ia  de
-2  -3
1 0  a  1 0
Las in f e c c io n e s  m ix ta s  de una c e l u l a  huesped con  ^ ^ y c u a lq u ie r a  de -  
l o s  t r è s  m u tan tes  " c l e a r "  r in d e  c e l u l a s  l i s o g e n i c a s ,  es d e c i r ,  e l  a l e l o  de 
l a  e s t i r p e  s a lv a j  e es  dom inan te .  Cuando se i n f e c t a n  p o r  p a re s  de m u tan tes  -  
es  p o s ib le  a i s l a r  c e l u l a s  m u ta n te s  sn  c l l  o c I I I  en  sus  p ro fa g o s  p e ro  nunca 
en c l ,  es d e c i r ,  l o s  t r è s  genes son n e c e s a r io s  p a ra  e l  e s t a b le c im ie n to  de -  
l a  l i s o g e n i a  p ero  s d lo  se r e q u i e r s  e l  gen c l  p a ra  su m an ten im ien to .
go3 te n p e ra d o s  d e l  t i p o  Lambda to d o s  a c t i v o s  en S. c o l i  p e ro  con d i f e r e n t e s  
inm unidades  (e s  d e c i r ,  que b a c t e r i a s  l i s d g e n a s  p a r a  uno c u a l q u ie r a  de l o s  -  
fa g o s  son s e n s i b l e s  a l a  s u p e r in f e c c id n  de c u a l q u i e r a  de l o s  o t r o s  y so lo  -  
inmune a l a  s u p e r r n f e c c id n  de o t r o  como e l ) ,  K a is e r  and Jacob  ( l9 5 7 )  d eu o s -  
t r a r o n  que l a  r e g id n  d e l  gen  c l  ju n to  con c o r to s  f r a g n e n to s  a d y a c e n te s  d e l  
genoma. c o n s t i t u i a n  l o  que se denomind l a  r e g id n  de inm unidad . S s t a  r e g id n  -  
e s  s u f i c i e n t e  p a r a  c o n f e r i r  inm unidad  de s u p e r in f e c c id n .  Jacob and Campbell 
( 1 9 5 9 ) y Jaco b  and Monod (1961) s u g i r i e r o n  un  modelo segdn e l  c u a l  e l  gen  -  
c l  c o d i f i c a b a  l a  in fo rm a c id n  n e c e s a r i a  p a r a  un r e p r e s o r  que es  e l  r e sp o n s a ­
b le  d e l  m an ten im len to  d e l  p ro fa g o  en  e s ta d o  i n e r t e  y que p re v ie n e  ademas l a  
e x p r e s id n  de c u a l q u i e r  f a g o  s u p e r i n f e c t a n t e  homoinmune•
La i d e a  de que e l  gen c l  c o d i f i c a  una p r o t e f n a  r e p r e s o r a  fue  s u g e r id a  
p o r  e l  a i s l a m ie n to  de v a r i a n t e s  s e n s i b l e s  a t e m p e ra tu ra  (Sussman and Jacob  
1962) y p o r  e l  a i s l a m ie n to  de m u tac io n es  "no n sen se"  s u j e t o s  a s u p re s id n  p o r  
genes b a c t e r i a n o s  ( J a c o b ,  Sussman and Monod 1962). L ieb ( l9 6 o )  p o r  su p a r t e  
a i s l d  m u tan te s  s e n s i b l e s  a  t e m p e ra tu re  e n  l o s  que e l  p ro fa g o  se in d u ce  p o r  
una  s u b id a  de l a  t e m p e r a tu ra .  Pues b ie n ,  to d o s  e l l o s  mapean en c l  co n f irm an  
do no s o lo  e l  c a r a c t e r  p r o t e i c o  d e l  r e p r e s o r  s in o  tam bien  a e s t a  fu n c id n  co  ^
mo l a  i ln ic a  c oncer  n i  e n te  con e l  m an ten im ien to  de l a  l i s o g e n i a .  3ode and Kai^ 
s e r  ( 1965a) d e m o stra ro n  tam bien  m ed ian te  e x p e r i e n c i a s  de i n f e c c i d n  h e t e r o i n  
mune que l o s  genes c l l  y c I I I  no son  ex p re sa d o s  cuando e s t a n  como p ro fa g o s  
i n c lu f d o s  en  e l  genoma de l a  b a c t e r i a ,  e s  d e c i r ,  que l o s  p ro d u c to s  de l o s  -  
genes c l l  y c I I I  son n e c e s a r io s  p a r a  e l  e s ta b le c im ie n to  de l a  l i s o g e n i a  pe­
ro  no p a ra  su m an ten im ien to .
La p r o t e f n a  r e p r e s o r a  c o d i f i c a d a  p o r  e l  gen c l  fu d  a i s l a d a  p o r  P tash n e  
( l9 6 7 a ,b ) .  E l p o l i p e p t i d o  e s p e c i f i c a d o  p o r  e s t e  gen c o n s i s t e  en una cadena  
de c e r c a  de 27 .000  d . E l  s i t i o  en  e l  que a c t i îa  e l  r e p r e s o r  fue  i d e n t i f i c a d o  
p o r  P tashne  and Hopkins ( l9 6 8 )  como l a s  r é g i ones denominadas v2 y v ivp  de -  
l o s  m u ta n te s  X v i r u l e n t o s .  E s ta s  zonas han podido  s e r  i d e n t i f i c a d a s  como -  
e l  o p e ra d o r  0^ que c o n t r ô l a  l a  t r a n s c r i p c i o n  desde e l  p ro m o te r  a l a  i z -  
q u ie rd a  d e l  gen c l  y e l  o p e ra d o r  0^ que c o n t r ô l a  l a  t r a n s c r i p c i d n  desde e l  
p ro m o te r  a l a  d e re c h a  de c l . .  Asf se r e p r é s e n t a  e l  s i t i o  de c o n t r o l  de l a  
i z q u i e r d a  p o r  P^/0^ y e l  de l a  d e re c h a  p o r  La u n id n  d s l  r e p r e s o r  a -
l o s  o p e ra d o re s  r e q u i e r s  2 0 mas u n id a d e s  de r e p r e s o r  (Chadv/id: e t  a l .  1970) 
Ordal and K a ise r  1973)•
c r i p c i o n  tem prana  de l o s  ganes cuyos p ro d u c to s  son n e c e s a r io s  p a ra  l a  -  
t r a n s c r i p c i d n  de l o s  genes  que d e s a r r o l l a n  e l  c i c l o  I f t i c o .
De acu erd c  con lo  ex p u e s to  queda c l a r a  l a  e l a c c i d n  d a l  m utante  c l  c> 
mo l a  e s t i r p e  mas adc-cuada p a ra  l a  r e c l i z a c i d n  d e l  t r a t a . j o  p ro p u e s to  p e r  
s e r  l a  que o f re c e  mas g a r a n t f a s  de que es ta rem o s  a n te  un p ro c e so  I f t i c o  
cuando re a l iz e m o s  l a s  i n f e c c i o n e s  de l a s  b a c t e r i a s  con e l  f a y o .
1 .5  31 c i c l o  I f t i c o  d e l  fago  Lambda
En e s t e  a p a r ta d o  vamos a d e s c r i b i r  l o s  p r i n c i p a l e s  hechos que a c o n te -  
cen  d u ra n te  e l  c i c l o  I f t i c o  d e l  f a g o  Lambda s i n  e n t r a r  en dem asiados d e ta ­
i l s  s r e s p e c t o  de l a s  r e g u la c io n e s  que t i e n e n  l u g a r  en l o s  d i s t i n t o s  t i p o s  
de r e p l i c a c i d n  y t r a n s c r i p c i d n  de l a  in fo rm a c id n  n e c e s a r i a  p a ra  que se de_s 
a r r o l l e  e l  c i c l o  I f t i c o ,  a e x c e p c id n  de l o s  d e t a l l e s  que sean  n e c e s a r io s  -  
p a r a  com prender e l  p ro c e so  desde e l  pun to  de v i s t a  que nos ocupa en  e s t e  -  
t r a b a j o ,  es d e c i r ,  t e n e r  l a  in fo rm a c id n  n e c e s a r i a  a c e rc a  d e l  p ro ceso  r e a l  
p a r a  p o d er  e n u n c ia r  l a s  h i p d t e s i s  de t r a b a j o  r e q u e r id a s  p a ra  l a  p u e s ta  a -  
pun to  de un program a de c a l c u lo  que de c u e n ta  de e s to s  p ro c e so s  de i n f e c ­
c id n  y l i s i s  de un c u l t i v o  b a c t e r i a n o  m ed ian te  fa g o s  I f t i c o s .
Como ya hemos r e f e r i d o  l a  e n t r a d a  en é. c i c l o  I f t i c o  r e q u ie re  l a  forma­
c id n  de l o s  p ro d u c to s  c o d i f ic a d o s  p o r  l o s  genes tem pranos que se t r a n s c r i -  
ben h a c i a  l a  d e re c h a :  l o s  genes 0, ? y Q. Tanto 0 como ? son e s e n c i a l e s  
r a  que se p ro d u zca  l a  r e p l i c a c i d n  d e l  fago  Lambda. Q c o d i f i c a  una p r o te f n a  
r e g u la d o r a  que promueve l a  t r a n s c r i p c i d n  p o s t e r i o r  de l o s  genes t a r d f o s  -  
desde e l  p rom otor  (que no e s t a  b a jo  e l  c o n t r o l  d e l  o p e ra d o r  tem p ra n o ) .  
P a ra  e n t r a r  en  e l  c i c l o  I f t i c o  es  n e c e s a r io  tam b ien  p r é v e n i r  l a  s f n t e s i s  
d e l  r e p r e s o r  c o d i f ic a d o  p o r  e l  gen c l  ( v e r  fu n c io n e s  de l o s  genes " c l e a r " ) .  
E s ta  i n h i b i c i d n  se  co n s ig n e  con e l  p ro d u c to  d e l  gen c r o .  E l gpcro  (p ro d u c -  
to  d e l  gen c ro )  y e l  .gpci son pues p ro d u c to s  a n ta g d n ic o s .  (La s f n t e s i s  de 
gpcro  im pide l a  t r a n s c r i p c i d n  y , po r  t a n t o ,  l a  s f n t e s i s  de g p c l .  La sfnt_e 
s i s  de g p c l  im pide l a  r e p l i c a c i d n  y , p o r  t a n t o ,  l a  s f n t e s i s  de g p c r o ) .
T ras  l a  i n f e c c i d n  se e x p re sa n  u n i e amente l o s  genes tem pranos N y c r o .  
La s f n t e s i s  de gpIT p e rm ite  l a  e x p re s id n  de l o s  genes  tem pranos n e c e s a r io s
p o r  c l  sd lo  puede s u c e d e r  desp u es  de que l o s  genes  tem pranos mas in m ed ia -  
to s  se han eicpresado y en  todo  caso cuando e l  b a lan ce  e n t r e  l o s  p ro d u c to s  
de l o s  genes c ro  y c l  de cerm inan e l  camino a s e g u i r :  d e s a r r o l l o  I f t i c o  o 
l i s o g e n i c o .  Por s u p u e s to  que en e s t i r p e s  m u tan te s  en c l  l a  e l e c c id n  s e r a  -  
siem pre en e l  s e n t id o  d e l  d e s a r r o l l o  I f t i c o .  La u t i l i z a c i d n  de lo s  p roduc­
t o s  de l o s  genes c r o ,  0 ,  P y Q conduce a l a  e x p r e s id n  de l o s  genes t a r d f o s  
y ,  p o r  te in to ,  a l  c i c l o  I f t i c o .
La p r im e ra  e t a p a  t r a s  l a  i n f e c c i d n  es  l a  c o n v e r s id n  d e l  DNA de forma 
l i n e a l  ( n e c e s a r i a  p a r a  l a  i n f e c t i v i d a d )  a l a  form a c i r c u l a r  c e r r a d a  (3ode 
and K a is e r  1965a, Ogawa and Tomizawa 1967). La r e p l i c a c i d n  d e l  DNA de Lamh 
da t i e n e  l u g a r  p o r  e l  mismo.mecanismo r e s p o n s a b le  de l a  r e p l i c a c i d n  d e l  -  
DNA de l a  b a c t e r i a :  se s i n t e t i z a n  c o r t o s  f rag m en to s  de DNA d isc o n tin u a m e n -  
t e  en l a  d i r e c c i d n  5 ' 3 ' y despues  se unen co v a len tem en te  formando ’-ma
nueva cad en a . Ya que son s d lo  2 l o s  genes d e l  fag o  cuya fu n c id n  c o n c ie rn e  
a l a  r e p l i c a c i d n  y e s t a  debe de r e a l i z a r s e  merced a a c t iv ù d a d e s  ya  e :d .s te n  
t e s  en  l a  b a c t e r i a  huesped  p a r a  l a  s f n t e s i s  de DNA (Pangman and P e i s s  -  
1969).
No e s t a n  c l a r a s  l a s  fu n c io n e s  e x a c ta s  de l o s  genes 0 y P aunque se s ^  
be que son  n e c e s a r i a s  p a r a  c o o r d in a r  l a  r e p l i c a c i d n  d e l  genoma de Lambda -  
(Tomizawa 1971). Dado que como hemos d icho  l a  a c t i v i d a d  r e p l i c a t i v a  en  s f  
misma depende de l a  c d l u l a  h u esp ed ,  se ha s u g e r id o  que l o s  genes 0  y ? e s ­
t e n  im p l ic a d o s  en a l  menos dos a c t i v i d a d e s :  l a  i n i c i a c i d n  de l a  r e p l i c a ­
c id n  d e l  genoma c i r c u l a r  de Lambda t r a s  l a  i n f e c c i d n  y l a  i n i c i a c i d n  de l a  
r e p l i c a c i d n  en r o d i l l o  c a r a c t e r f s t i c a  de l a  r e p l i c a c i d n  t a r d f a  n e c e s a r i a  -  
p a ra  l a  p ro d u c c id n  de l o s  co nca tem eros  r e q u e r id o s  p a ra  l a  m adurac idn  de -  
l a s  p a r t f c u l a s  d e l  f a g o .  E s ta  s u p u e s ta  a c t i v i d a d  i n i c i a d o r a  p o d r fa  s e r  una 
a c t i v i d a d  n u c l e a s i c a  (McMacken e t  a l .  1975). En d e f i n i t i v a ,  se adm ite  un -  
modelo de m adurac idn  d e l  DNA de Lambda segun e l  c u a l  y t r a s  l a  t r  ans forma­
c id n  d e l  DNA l i n e a l  i n f e c t i v e  a l a  form a c i r c u l a r  c e r r a d a  se produce una -  
r e p l i c a c i d n  tem prana  c i r c u l a r  cuyo o r ig e n  de r e p l i c a c i d n  se s i t d a  aproicLma 
damente en e l  pun to  30fj desde e l  extremo i z q u ie r d o ;  e s r a  r e p l i c a c i d n  es -  
normalmente o i d i r e c c i o n a l .  E s ta s  form as c i r c u lâ m e s  conducen despues  a f o r ­
mas c o n c a te m e r ic a s  l i n e  a i e  s merced a l a  re p l ic a c id n  t a r d f a  en forma de c f r -  
cu lo  r o d a n te .  No se conoce con c e r t e z a  s i  e s t e  t i p o  de r e p l i c a c i d n  u t i l i z a  
siem pre e l  mismo punto  de i n i c i o  aunque s f  se conoce que l a  n u c le a s a  c o d i—
l a s  fu n c io n e s  Gan son n e c e s a r i a s  p a r a  I n h i b i r  a l a  n u c le a s a  RecBG y p a rm i-  
t i r  e l  co n ien zo  de e s t a  r e p l i c a c i d n  z a r d f a .  31 c i r c u l e  ro d a n re  g e n e ra  una 
l a r g a  c o la  c o n c a te n e r a  que s i r v e  como su s 'c ra to  u s u a l  p a r a  l a  p ro d u c c id n  de 
DNA laaduro p a ra  su enpagueta iz ienoo en l a s  cab ezas  de La-icda. - e d ia n o o  r e -  
c o n b in a c id n  tam b ien  pueden p r o d u c i r s e  o ligdm eros  c i r c u lâ m e s  de D17A que pue_ 
den s e r  despues  c o r t a d o s  a l a  form a co n ca tem era  l i n e a l .  E s ta  es  puas una -  
v i a  a l t e r n a t i v e  p a r a  l a  p ro d u c c id n  de DNA maduro cuando p o r  a lg u n a  r a z d n  -  
l a  r e p l i c a c i d n  t a r d i a  normal e s t a  i n h i b i d a .
P a ra  e n to n c e s  l a  t r a n s c r i p c i d n  t a r d f a  ha  lo g ra d o  l a  e x p r e s id n  de to — 
dos l o s  genes  n e c e s a r i o s  p a r a  l a  f o r a a c i d n  7  m adurac idn  de l a  c a p s id a  d e l  
fag o  ( v e r  E s t ru c tu ra ^  7  Oomposicidn d e l  Fago Lambda). Por s u p u e s to  que l a  -  
f a b r i c a c i d n  de e s t a  p r o t e f n a  u t i l i z a  tam bidn  l a  m a q u in a r ia  de s f n t e s i s  pr_o 
t e i c a  de l a  c e l u l a  h u esp ed .  La s a l i d a  de l o s  fa g o s  a l  e x t e r i o r  de l a  bact^e 
r i a  r e q u i e r s  a h o ra  l a  a c t i v i d a d  e n d o p e p t id a s a  de l a  enzima c o d i f ic a d a  p o r  
e l  gen ?. d e l  fa g o  ( t a a b i d n  d e p e n d ie n te  d e l  gen q) . M utantes  en  e s t e  gen -  
acumulan f a g o s  en e l  i n t e r i o r  de l a  b a c t e r i a .  T ras  l a  l i s i s  b a c t e r i a n a  l o s  
fa g o s  l i b r e s ,  que han  a lc a n z a d o  l a  m adurez, e s t a n  en d i s p o s i c i d n  de i n f e c ­
t e r  o t r a s  b a c t e r i a s  que e n c u e n t r a n  en e l  m edio . S in  embargo es  n e c e s a r i c  -  
h a c e r . n o t a r  que no to d o s  l o s  fa g o s  que se e s t a n  p ro d u c ien d o  com pletan  su -  
fo rm ac id n  a n t e s  de l a  e x p lo s id n  de l a  b a c t e r i a  (Karam ata e t  a l .  1962, îà i- 
r i a l d o  and S im in o v i tc h  1972).
En resum en, podemos a f i r m a r  que se conocen s u f i c i e n te m e n te  l a s  e ta p a s  
mas im p o r ta n te s  d e l  p ro c e so  de i n f e c c i d n  y l i s i s  de b a c t e r i a s  po r  f a g o s .  -  
E s te  co n o c im ien to  p e im i te  fo rm u le r ,  como veremos en  c a p f t u l o s  p o s t e r i o r e s ,  
una s e r i e  de h i p d t e s i s  en  o rd en  a  e x p r e s a r  m atem aticam ente l o  que b i o l d g i -  
camente e s t a  o c u r r ie n d o  en  e l  p ro c e s o .  E s te  e s  e l  caso  de l a s  h i p d t e s i s  -  
c o n s id e ra d a s  p a r a  i n t e r p r e t e r  e l  p ro ceso  de ap ro x im ac id n  d e l  fag o  a l a  ban 
t e r i a  y l a  p o s i b i l i d a d  de que no to d o s  l o s  fa g o s  p ro d u c id o s  s e a n  i n f e c t i -  
v o s .
Ademas de l a s  h i p d t e s i s  cuya base es l a  in fo im a c id n  b i b l i o g r a f i c a  ex­
p u e s ta ,  ha s id o  n e c e s a r i a  l a  c o n s id e r a c io n  de o t r a s  a d i c i o n a l e s ,  que s i n  -  
e n t r a r  en c o n z r a d ic c id n  con l o s  d a to s  r e a l e s  han p e rm it id o  l a  e la b o r a c id n  
d e l  modelo num erico que se p ro p o n e .  Una d i s c u s id n  d e t a l l a d a  de to d a s  l a s  -  
h i p d t e s i s  se p r é s e n t a  en  e l  c a p f t u l o  I I I .
# >l*i iO.  ^ . . . . . .  .
: i .1  I n - r o d u c c i o n
En e s t a  c a p i t u l o  vamos a  p r e s e n t a r  l a s  t e c n i c a s  que han s id o  u t i l i s ^ a  
das p a ra  l l e v a r  a  cabo l a  e x p e r im e n ta c io n  n e c e s a r i a  en e l  t r a b a j o  que ex -  
pondremos en  c a p f t u l o s  p o s t e r i o r e s  y cuyos o b j e t i v o s  vimos en l a  i n t r o d u e -  
c io n  de e s t a  memoria.
Sn l a  e x p e r im e n ta c id n  r e a l i z a d a  en e s t e  t r a b a j o  pueden d i s t i n g u i r s e  
dos p a r t e s ;  l a  que a p o r t a  l o s  d a to s  r e q u e r id o s  p a r a  e l  fu n c io n a m ia n te  d e l  
modelo num erico , y l a  que se  ha  e f e c tu a d o  p a ra  comprobar l a  v a l id e z  t a n to  
de a lg u n a s  de l a s  h i p d t e s i s  c o n s id e ra d a s  como de l a s  p r e d ic c io n e s  mas im­
p o r t a n t e s .
La s im p l ic id a d  y u n i v e r s a l i d a d  de l a s  t e c n i c a s  u t i l i z a d a s  no se debe 
a im p o s ib i l id a d e s  de t i p o  td c n ic o  s in o  a que es  o b je t iv o  fundam enta l de es  ^
t e  t r a b a j o  e l  que pueda o b te n e r s e  l a  d e s c r ip c id n  d e l  p ro ceso  de l i s i s  p ro -  
p o rc io n a d a  p o r  e l  modelo n u m erico , a p a r t i r  de d e te rm in a c io n e s  r e l a t iv a m e n  
t e  s e n c i l l a s  y a l  alcsuaçe de c u a l q u i e r  l a b o r a t o r i o  de m ic ro b io lo g f a .  S in  -  
embargo ha  s id o  n e c e s a r i o  r e a l i z a r  un  n o ta b le  e s fu e r z o  e x p e r im e n ta l  p a r a  -  
o b te n e r  l a  s e n s i b i l i d a d  s u f i c i e n t e  p a r a  que l o s  r e s u l t a d o s  o b te n id o s  o f r e ^  
can  l a  n e c e s a r i a  c o n s i s t e n c i a .
I I . 2 E s t i m e s  m ic ro b io ld g ic a s  u t i l i z a d a s
La e s t i r p e  b a c t e r i a n a  u t i l i z a d a  en  e s t e  t r a b a j o  ha s id o  E . c o l i  
( d e r iv a d a  de E . c o l i  K12), e s  r e q u i r i e n t e  en H i s t i d i n a ,  L e u c in a ,  v i ta m in a  - 
y L a c to sa .  De l o s  d i s t i n t o s  m utem tes de c i c l o  I f t i c o  d e l  fago  X se ha 
u t i l i z a d o ,  p o r  l a s  ra z o n e s  e x p u e s ta s  en  l a  I n t r o d u c c id n ,  e l   ^c l e a r  T "
I I . 3 Medioa de crecim iento  y l i a i s
a) C recim iento 7  l i s i s  en medio l iq u id o s
Se ha u t i l i z a d o  un medio r ic o  de c u lt iv o  compuesto por;
Peptona b a c te r io ld g ic a 2 5 . 0 g
Mg 30^ 2 .5 &
Na Cl 5 .0 g*
V it 100 Wg
Agua d e s t i la d a 1000 ml
Todos l o s  com ponentes se  e s t e r i l i z a n  ju n to s  en a u to c la v e , durante -  
20 m in u tos, a una p resid n  de 1 .3  a tm d sferas.
b) C recim iento 7  l i s i s  en medio s d l id o :
k
Los crec im ien to  s  b a c ter ia n o s  se r e a liz a r o n  con agsur n u t r i t iv e ,  que 
se suplem entd con ( 2 .5  g / I  Mg SO^), para l o s  crec im len toa  de fa g o s .
Agar n u t r i t iv e :
N utrien  Agar 2 5 .o g
Agua d e s t i la d a  1000 ml
Agar blando ( u t i l iz a d o  en l o s  c r ec im ie n te s  de f a g o s ) :
Peptona b a c te r io ld g ic a  2 5 .o g
Na Cl 5 . 0  g
Mg SO  ^ 2 . 5  g
N utrien  Agar 4 . 0  g -
Agua d e s t i la d a  1000
La e s t e r i l i z a c id n  se  r e a l iz d  en a u to c la v e  durante 20 m inutos a pre­
sid n  de 1 . 5  a tm d sferas.
El agar n u t r i t iv e  se v ie r t e  sobre p la ça s  e s t e r i l e s a e levad a  tempe­
ra tu re; una vez  que ha s o l id i f ic a d o  l a s  p la ça s  in v e r t id a s  se co locan  en -  
l a  e s tu fa  a 37® C.
II.4 Condiciones de cultivo
Las co n d ic io n es  a l a s  que han estad o  som etidos l o s  c u l t iv o s  b acte­
r ia n o s , ta n to  en a u sen c ia  como en p re se n c ia  de fa g o s ,  han s id o  siempre -  
l a s  mismas en toda l a  experim entacidn  r e a liz a d a  durante e l  tr a b a jo .
Le un c u lt iv o  cr ec id o  durante l a  noche ( aprozimadamente 16 horas) 
en matraz de 30 m l, con 20 ml de medio de c r e c im ie n to , a una tem perature  
de 37® C y  a g ita c id n  en p la ta fo im a  m ovil "Laboratory R otator Mod. 02-New 
Brunswick" a  230 r . p.m . se  in o cu la b a  un matraz (con  tubo la t e r a l  in co rp o -  
rado) de 30 ml que co n ten fa  20 ml de m edio, con e l  volumen n e ce sa r io  para 
co n seg u ir  que l a  densidad  d p tic a  i n i c i a l  de l o s  c u l t iv o s  estu d ia d o s sea  -  
siem pre aproximadamente l a  misma. C oncretam ente, se  in ocu lab a  para comen- 
zar e l  crec im ien to  a 0 .0 6  u .o /m l a 430 nm. De e s t a  fo im a, pasada aproxima 
damente una hora se a lca n za  l a  fa s e  exp on en cia l de crecim l en to . Las cond^ 
c lo n e s  de a g ita c id n  y temp era  tu ra  eran l a s  mismas que en e l  c u lt iv o  de no^  
c h e .
En l o s  casos en l o s  que l o s  c u l t iv o s  se u t i l i z a r o n  para p rod u cir 1^  
s i s  b a c te r ia n a s , se in tro d u j o en e l  momento d e l crec im ien to  deseado l a  -  
can tid ad  de fa g o s  neceseuxLa para ob ten er  l a  m u lt ip lic id a d  de in fe c c id n  r^  
que r id a ; procurando en to d o s l o s  c a so s  que e l  volumen anadido fu era  m fn i-  
mo, con o b je to  de no p ro d u cir  a lte r a c io n e s  s u s ta n c ia le s  en e l  volumen to ­
t a l  d e l c u l t iv o .  Para e l l o  se r e a liz a r o n  l a s  d i lu c io n e s  d el stock  de fa ­
gos mas adecuadas en cada s itu a c id n  c o n c re ta , de momento y m u lt ip lic id a d  
de l a  in fe c c id n .
I I . 3 E valuacidn  d e l crec im ien to  b a cter ia n o
El segu im ien to  r u t in a r io  d e l crec im ien to  b a c te r ia n o , ta n to  en ausen^
c ia  como en p re sen c ia  de fa g o s ,  se r e a l iz d  por tu r b id im e tr fa , en un espeç_
tro fo td m etro  SPEC TRONIC—700, m idiendo l a  absorcid n  por ml y cm de paso dj^  
t i c o ,  a una lo n g itu d  de onda de 430 nm. La r e fe r e n c ia  u t i l iz a d a  fu d , en -  
tod os l o s  c a s o s , e l  mismo medio de c u l t iv o .  La u t i l i z a c id n  de m atraces -
con tubo l a t e r a l  in corp orad o , de 1 cm de d iam etro , p e im it id  durante l a s  —
prim eras horas d e l crec im ien to  e fe c tu a r  l a s  m edidas s in  n ecesid ad  de ex -
t r a e r  una m uestra; consxguienao asx  oxsmxnuxr ex nxempo en que ex cuxtxiro 
dejab a de a g ita r s e  y e l  rxesgo  de contamxnacxdn, a l a  vez que no dxsmx- 
n u ir  e l  volumen. Pasada l a  prim era p arte d e l crecxm xento, cuando era  pre­
c i s e  r e a l iz a r  d i lu c io n e s ,  e s t a s  se hacxan en pequenos volum enes, con 
o b je to  de que l a  e x tr a c c id n  de m uestras no condujera a grandes d is in in u c i£  
n es d e l volumen t o t a l  d e l c u l t iv o .  Las medidas se  r e a liz a r o n  en cu b etas -  
que perm ltfan  r e a l iz a r  l a  determ inacidn  con voliL&enes de 1 a 2 m i l i l i t r o s .
EL in te r n s  en no dxsm lnulr e l  volumen d e l c u lt iv o  se debe, adem^s -  
de a p reten d er  hom ogeneizar l o  màs p o s ib le  l a s  co n d ic lo n es  ex p ér im en ta le s , 
a que e l  gran mimero de medidas de densxdad d p tic a  en funcidn  d e l t ia n p o , 
resk lizadas en l o s  c u l t iv o s  estu d x a d o s, h u b iera  conducido, con l a  e x tr a o -  
cid n  de m uestras de voliim enes su p er io i^ s ,. a consumxr practicam ente e l  vo­
lumen t o t a l  d is p o n ib le .
Como e s  sa b id o , l a  u t i l i z a c id n  de l a  tu rb id im etr la  para s e g u ir  e l  -  
crec im ien to  de una p ob lacid n  b a c te r ia n a , n e c e s l ta  r e s t r in g ir s e  a l a  zona 
de d en sid ad es d p tic a s  en l a  que se  cumple la  l e y  de Beer; e s  d e c ir ,  aque- 
11a en que l a  r e la c id n  en tre  l a  den s i  dad d p tic a  y l a  b acter ia n a  e s  l i n e a l . 
En n u estro  c a s o , se ha detezm inado d ich a  r e la c id n , m ediante medida y and- 
l i s i s  e s t a d f s t i c o  segdn se  expone en 1 7 .2 .1  • C onsecuentem ente, fu e  neceaa  
r io  determ in er e l  v a lo r  a b so lu to  d e l ndmero de b a c te r ia s  para d ife r e n te s  
d en sid ad es d p t ic a s .  Para r e a l iz a r  d ich a  determ inacidn  se u t x l iz d  l a  td cn ^  
ca de recu en to  de v ia b le s  que exponemos a c o n tin u a c id n .
E sta  t e c n ic a  se basa en l a  h x p d te s is  de que, s i  se d ilu y e  una sus— 
pensidn  de b a c te r ia s  adecuadamente y despues se siem bra en medio s o l id e  -  
a lfc u o ta s  de l a s  d i lu c io n e s  adecuadas se o b tie n s  un ndmero de c o lo n ie s  -  
t e l  que se  puede afizm ar que cada una de e l l e s  ea e l  r e s u lt  ado de l a s  du- 
p lic a c io n e s  de una d n ica  b a c te r ia .  Por lo  ta n to , e s  p o s ib le  a s i  determ i­
ner e l  nx£mero de b a c te r ia s  v iv e s  en l a  su sp en sid n  o r ig in a l  ten ien d o  en -  
cuenta sd lo  e l  fa c to r  de d i lu c id n . El camlno experim entslL segu ido para e^  
ta  determ inacidn  e s  e l  s ig u ie n te :
De un c u l t iv e  crec ien d o  en la s  co n d ic io n es  d e s c r ita s  anteriorm ente  
se toman m uestras (50  y l )  a d x sx in to s  v a l ore s de densidad d p tic a . Las mue^ 
tr a s  se  d ilu y en  en Ifa Cl 0 .15  M segdn aparece en l a s  ta b la s  l l . i  y  I I . 2 .
Las d ilu c io n e s  apropiadas para l a  ob ten cid n  d e l orden de 30 a 300 
c o lo n ie s  por p la ça  se d eieim inaron  m ediants una e tap a  p rev ia  de ta n te o  -  
que p erm itid  conocer unos v a lo r e s  aproximados d e l ndmero de b a c te r ia s  por 
m i l i l i t r o  p r é se n te s  en l a  su sp en sid n  o r ig in a l .
Como se m uestra en la s  t a b la s ,  hay t r e s  s e r i e s  de d ilu c io n e s  y en -  
cada una v a r ia s  e ta p a s . Dos de l a s  s e r ie s  son seme ja n te s  en e l  re s u i t  ado 
f i n a l  de l a  d ilu c id n  y  proporcionan una c ie r t a  com pensacidn en l o s  e r r o -  
r e s  de p ip e te o .
En tod os l o s  ca so s  se  sembrd un volumen de 0 .1  ml que se ex ten d id  -  
con asa  de v id r io  sobre p la ç a s  de agar n u t r i t i v e .  Para cada co n ta je  e l  nd 
mero de p la ça s  sembradas estu vo  comprendido en tre  9 y  27 . De e s ta  forma — 
se ob tu v ieron  lo s  v a lo r e s  que r e la c io n a n  densidad d p tic a  y ndmero de bac­
t e r i a s .
I I .6  Preparacidn de s to c k s  de fa g o s  y b a c te r ia s
a) S tock s de fa g o s .
Los s to c k s  de fa g o s  que han s id o  u t i l i z a d o s  para l a  r e a liz a c id n  de 
e s te  tr a b a jo , se ob tuv ieron  por in fe c c id n  de c u l t iv e s  c r e c id o s  en l a s  con 
d ic io n e s  h a b itu a le s . La in fe c c id n  se r e a l iz d  cuando d ich os c u l t iv e s  a lcan  
zaban una unidad de densidad d p tic a  a una m u lt ip lic id a d  de in fe c c id n  que 
asegurara l a  l i a i s  t o t a l  de l a s  b a c te r ia s .
El c u lt iv o  se m antenfa en l a s  miamas co n d ic io n es  que en au sen c ia  de 
fa g o s  h a sta  e l  f in a l  de l a  l i a i s .  E l l i s a d o  ob ten id o  se  cen tr ifu g a b a  a b^ 
ja  v e lo c id a d , para separar l o s  fa g o s ,  de l a s  b a c te r ia s  no l i s a d a s  y l o s  -  
r e s t e s  c e lu i  are s ,  en una c e n tr ffu g a  ’’Beckman J -2 1 ” a 2500 r e v o lu c io n es  du 
rante 20 m in u tes. E l sobrenadante se  filtraba con un f i l t r e  M illip o re  e s td -  
r i l  de 0.45u de diam etro de poro que sd lo  perm its e l  paso de lo s  fa g o s .  
Los fa g o s  se cuentan (v er  I I . 7) y se conservan a 4® G.
b) Stock de b a c te r ia s .
Cada t r e s  m eses se preparan resiem bras en tu b es in c lin a d o s  de agar
DUXneXlXe, in ocuxaaos a parvxr ae uaa cojLUiu.a ux-euxua CXI pxaua. aj. viicvix— 
m iento en p la ça  de d ich a s c o lo n ia s  se r e a l iz a  siem pre a p a r t ir  de un c u l­
t iv o  in ocu lad o  con una m uestra tomada de uno de l o s  tubos de l a  a n te r io r  
resiem b ra . Se m antienen s in  embargo, en tre  resiem bra y resiem bra, a lgunos  
tubos de l a  a n te r io r ,  h a sta  l a  comprobacidn d el e x ito  en l a  con tin u id ad  -  
d e l m antenim iento de l a  cepa en l a  nueva resiem bra.
I I . 7 Mdtodo de c o n ta ie de fa g o s
Siempre que ha s id o  n e c e sa r io  conocer e l  mimero de fa g o s  v iv o s  pré­
s e n te s  en una susp en sid n  se ha r e a liz a d o  e l  co n ta je  segun e l  mdtodo de -  
G ratia  (1 .9 3 6  ) .  Dicho metodo c o n s is t e  en e s e n c ia  en l a  produccion 7  con
ta je  de p la ç a s  de l i s i s  t r a s  l a  in fe c c id n  con fa g o s  de una suspensidn  de 
b a c te r ia s  que slI  c r e c e r  en p la ç a s  de agar n u t r i t iv e  forman un ce sped u n i­
forme de b a c te r ia s .  SI cesped  b acter ian o  se  o b tien e  extend iendo sobre la  
p la ça  una susp en sid n  en agar blahdo de 0 .2  ml de un c u lt iv o  de E. c o l i  -  
^600 fa s e  exp on en cia l de crec im ien to  a aproximadamente 1 . 0  u .o . /m l .
Las d ilu c io n e s  de l a  susp en sid n  de fa g o s  se  r e a liz a r o n  en e l  mismo 
medio de c u lt iv o  de l a s  b a c te r ia s .  De forma que e l  nümero de p la ç a s  de 1^  
s i s  contadas e s tu v ie r a  comprendido en tre  30  7  3 0 0 .
El agar blando se c a l ie n ta  h a sta  fu n d ir l0 7  lu eg o  se t e im o s ta t iz a  a 
4 0  ^ 0 en tubos con 2 .3  m l. A cada tubo se anade:
0 . 2  ml de l a  su sp en sid n  de b a c te r ia s  
0 . 1  ml de l a  d ilu c id n  deseada de l o s  fa g o s
E sta  m ezcla  tr a s  s e r  a g ita d a  se v ie r t e  sobre l a s  p la ça s  de agar n u t r i t i v e ,  
extend idndose por l a  s u p e r f ic ie .  Cuando e l  agar blando ha s id o  absorbido  
la s  p la ç a s  se m antienen aproximadamente 15 min. en l a  e s tu fa  a 37® G con 
la s  tap as lig era m en te  a b ie r ta s  para que se sequen b ie n . Despues se  c ierra n  
e in v ie r te n  m anten iéndolas a s i  h a sta  e l  d fa  s ig u ie n te  (aprox . 16 h ) .  Una -  
vez tr a n scu rr id a s  l a s  5 prim eras horas se comienza ya a observar e l  cesped  
y pequenas p la ç a s  de l i s i s  sobre l a  s u p e r f ic ie .
Bn l a  p r â c t ic a , l a  oDxencion ae p ia c a s  ae x x s is  a isT in o u ia a s  u m io ^  
memente sobre e l  cesped  y de tamano fa c ilm e n te  o b se rv a b le , depende en gran  
medida d e l grosor de l a s  p ia c a s  de agar n u t r i t i v e ,  de su grade de humedad 
(so n  p r e fe r ib le s  p ia c a s  de agar b ien  seco ) y de l a  tem peratura d el agar -  
b l a n d o E n  d e f in i t i v a ,  cada uno de l o s  fa c to r e s  in d ica d o s  in f lu y e  n o ta  
blem ente en l o s  r e s u lta d o s  o b ten id o s .
La v en ta ja  de e s te  mdtodo sobre l a  e x te n s io n  d ir e c t e  de l a  m ezcla -  
f agos -b a c te r ia s  s in  agar b lando, ra d ica  en la  mayor fa c H id a d  con que se  
d is tr ib u y e n  l a s  b a c te r ia s  y  l o s  fa g o s  sobre l a  s u p e r f ic ie  de l a  p la ç a . -  
Ademâs, l a  porosidad de l a  capa de agar blando p e im ite  l a  rApida d ifu s id n  
de l o s  fa g o s  y l a  o b ten cid n  de p ia ca s  de l i s i s  de mayor tamano que la s  o^  
te n id a s  por e x te n s io n .
En tod os lo s  c o n ta je s  r e a liz a d o s  en e s te  tr a b a jo , se  ha preten d id o  
ob ten er l a  mayor p r e c is id n  p o s ib le .  Con e s t e  f i n ,  para cada co n ta je  se -  
han r e a liz a d o  en g en era l v a r ia s  d i lu c io n e s ,  cada una de a l l a s  se ha ex ten  
dido sobre un mfnimo de 3 p ia c a s ,  procurando co n ta r  en cada una, un niîme— 
ro de p ia c a s  de l i s i s  que p erm itiera  ob ten er  e l  menor erro r  p o s ib le .
I I . 8 D eterm inaciones d e l niîmero de fa g o s  l i b r e s  en fu ncid n  d e l tiempo en 
l o s  çro ceso s  de aproxim acidn
Como veremos en c a p itu lo s  p o s t e r io r e s ,  ha s id o  n e c e sa r io  comprobar
l a  v a lid e z  de l a  ex p resid n  r e p r e se n ta t iv a  d el ritm o de ad sorcid n  de fa g o s  
a b a c te r ia s  y determ inar e l  v a lo r  d e l param étré que proporciona l a  veloci^  
dad de l a  aproxim acidn. Para r e a l iz a r  d ich a  comprobacidn e s  n e c e sa r io  co­
n ocer l a  ev o lu c id n  en fu ncid h  d e l tiempo d e l ndmero de f agos/m l que no se  
han aproximado a b a c te r ia s ,  e s  d e c ir ,  l o s  fa g o s  l i b r e s .  El metodo u t i l i z ^  
do para e l l o  ha s id o  e l  s ig u ie n te s
Se han r e a liz a d o  in fe c c io n e s  de c u l t iv e s  b a c ter ia n o s  c r e c id o s  en -  
l a s  co n d ic io n es  ex p ér im en ta les  h a b itu a le s  (en  e l  memento y con l a  m u lti­
p lic id a d  de in fe c c id n  deseada) de l o s  que se han tornade m uestras a in t e r ­
v a l os de aproximadamente c in co  m inutes desde e l  memento de l a  in fe c c id n ,
que convenientem ente d i lu id a s  han s id o  f i l t r a d a s  con un f i l t r e  M illip o re  
de 0 .4 5 y de tamano de poro. La f i l t r a c id n  p en n ite  sep arar l o s  fa g o s  l i -
bres de l a s  b a c te r ia s ,  ta n to  in fe c ta d a s  como s in  in f e c t a r .  A p a r t ir  de e£  
t a s  m uestras se 'ha deteim inado e l  numéro de fa g o s  l i b r e s  por co n ta je  de -  
p ia c a s  de l i s i s  u t i l iz a n d o  e l  metodo de G rautia . Los c o n ta je s  se  han rea­
l iz a d o  igualm ente en l a s  m uestras a n te s  de l a  f i l t r a c i d n  con o b je to  de de_ 
term inar p a r a l e l  ament e e l  mimero de p ia ca s  de l i s i s  corresp on d i e n te s  a -  
b a c te r ia s  in fe c ta d a s . F uesto  que en l a  m ezcla  a n te s  de l a  f i l t r a c i d n  ha- 
brâ fa g o s  l ib r e s  7  fa g o s  que ya se  han aproximado a b a c te r ia s .  Los iH t i ­
mes dardn o r ig en  a  p la ç a s  de l i s i s  que corresponderdn a b a c te r ia s  in f e c t ^  
d a s, cuyo numéro podrxa determ inarse por sim ple su s tr a c c id n  de lo s  r e s u lt^  
dos de lo s  c o n ta je s  co rresp o n d ien te s  a l a s  m uestras tomadas a n tes  y des­
pues de la  f i l t r a c i d n .
En todos l o s  c o n ta je s  se han procurado r e a l iz a r  a q u e lla s  d ilu c io n e s  
que p e im itie r a n  co n ta r  un mimero de p ia c a s  de l i s i s  comprendido en tre  30  
y 300  ( in te r v a lo  dptimo segiln vimos. en I I . 7 ) ,  a s f  mismo para cada una de 
la s  dos s e r ie s  de c o n ta je s  r e a liz a d o s  a cada tiempo se han ex t en dido la s  
a lfc u o ta s  de l a  d ilu c id n  corresp on d i en te  sobre un mfnimo de t r e s  p ia c a s  -  
de agar n u t r i t iv e .  De e s ta  forma l o s  v a lo r e s  o b ten id o s  para cada tiempo -  
son e l  v a lo r  medio de l o s  p roced en tes de cada una de l a s  p la ç a s , con un -  
er ro r  que se ha ca lcu la d o  como e l  erro r  en e l  v a lo r  m edio.
Antes de u t i l i z e r  l a  f i l t r a c id n  para separar l o s  fa g o s  l i b r e s  de -  
l a s  b a c te r ia s  se h ic ie r o n  una s e r ie  de pruebas su stitu y en d o  la  etap a  d e l  
f i l tra d e  por una c e n tr ifu g a c id n . Los r e su lta d o s  o b ten id os fueron  poco s a -  
t i s f a c t o r i o s  por l a s  grandes f lu c tu a c io n e s  o b ten id a s que atr ib u im os a que 
posib lem ente se  e s tu v ie r a n  considerando como fa g o s  l ib r e s  b a c te r ia s  in f e ^  
tad as que no hubieran sedim entado. Fuesto  que no era  con ven ien te  aumentar 
. e l  tiem po de c e n tr ifu g a c id n  pensâmes en l a  f i l t r a c id n  que obviaba e s t e  -  
problem a. Para e v i t a r  l a  p o s ib le  co lm atacidn  d e l f i l t r o  y l a  c o n s ig u ie n te  
p ertu rb acion  de l o s  r e su lta d o s  l a s  m uestras se d i lu fa n  como hemos v i£  
'to a n tes  de l a  f i l t r a c i d n .
Otro mdtodo para determ inar e l  mimero de fa g o s  l ib r e s  e s  a p a r t ir  -
d e l mimero de b a c te r ia s  in fe c ta d a s ,  conocido e l  mimero de fa g o s  i n i c i a l .  
Como vemos e s  un metodo in d ir e c te  en e l  que e l  mimero de fa g o s  i n i c i a l  e s  
d e c is iv e  en l o s  r e s u lta d o s ; p u esto  que e l  mimero de fagos l ib r e s  en fu n -  
c id n  d e l tiem po se déterm ina como d ife r e n c ia  en tre  e l  mimero de fa g o s  in ^  
c i a l  7  e l  de b a c te r ia s  in fe c ta d a s  a l  tiempo co rresp o n d ie n te . La d eterm in e  
c id n  d e l mimero de b a c te r ia s  in fe c ta d a s  req u iers  l a  in a c t iv a c id n  de l o s  -  
fa g o s  l i b r e s  con suero a n t i - f  a g o . Esto sup one d isp on er  de un suero en e l  
que se  conozca su capacidad de in a c t iv a c id n  que, aunque e s  p erfectam en te  
d eterm in a b le , in ev ita b lem en te  sup one un erro r  a d ic io n a l en e l  c a lc u l  o de 
l a s  b a c te r ia s  in fe c ta d a s .  Otra r e s t r ic c id n  a d ic io n a l e s  l a  debida a que -  
a l  determ inarse l o s  fa g o s  l i b r e s  como d ife r e n c ia  en tre  e l  mimero de fa g o s  
i n i c i a l  7  e l  mimero de b a c te r ia s  in fe c ta d a s ,  sd lo  podran reeLLizarse l a s  -  
m edidas para r e la c io n e s  i n i c i a l e s  fago b a c te r ia  en l a s  que l a  prob a b ili -  
dad de que a una misma b a c te r ia  se  aproxime mas de un fago sea  minima, ya  
que de lo  co n tr a r io  e l  mimero de fa g o s  l i b r e s  ca lcu la d o  a p a r t ir  de l a s  -  
b a c te r ia s  in fe c ta d a s  s e r fa  su p er io r  a l  r e a l y consecuentem ente l o s  r e s u l­
tad os o b ten id os ca rec e r f an de v a l id e z .  Es por la s  razones a n te r io r e s  que 
considérâm es e s te  mdtodo menos adecuado que e l  de f i l t r a c i d n  u t i l i z a d o .
I I . 9 Preparacidn y c a lib r a c id n  d e l suero a n t i - 1 ^
En e l  s ig u ie n te  apartado de e s te  c a p ftu lo  veremos que es  n e c e sa r io  
d isp on er  de un a n tisu e r o  capaz de in a c t iv a r  lo s  fa g o s l i b r e s .  A con tin u a  
cid n  exponemos l a  forma en que se ha preparado y c a l i brado e l  suero a n t i  
que ha s id o  n e c e sa r io  ob ten er con e s te  f f n :
El anlmal u t i l iz a d o  para l a  in o c u la c id n  tiie  e l  c o n e jo . C oncreta
mente 6 e jem p la res , 3 machos y  3 hembras que se som etieron  a d i s t in ­
ta s  co n d ic io n e s  de in o c u la c id n  fozmando 3 grupos. Un prim er grupo a l  que 
no se in y e c td  con fa g o s  s in o  sim plement e 1 ml de adyugante, que se  
u t i l iz a b a  como c o n tr o l .  El segun do grupo se inocu ld  con 1 ml
de adyuyante y 1 ml de una so lu c id n  de fa g o s  a una con cen tracid n  por mi.
13l i l i t r o  de 1 .28x10  , que corresponde aproximadamente a 700 yg de p r o t e i -
na é q u iv a le n te . El t e r c e r  grupo se in o cu ld  con 1 ml de una s o lu -
cidn  de fa g o s  a l  doble de con cen tracid n  que en e l  segundo grupo, e s  d e c ir
2 .5 6 x1 0 ‘  ^ fagos;/m l ( l4 0 0  u g '  p r o t . e q . ) .
A l o s  tr e  s grupos se l e s  p ra c tica b a  durante un perfodo t o t a l  de 
4 sem anas, dos in o c u la c io n e s  seiaanales (en  l a s  co n d ic io n es  d e s c r ita s )  s e -  
gu id as de una s:angria por puncidn card faca  en l a  que se ex tra fa n  5 ml -  
de sangre por piincJaazo, EL suero obten ido se . t i t u la b a  para i r  contro^ 
lando l a  ap arictid n  de a n ticu er p o s  cap aces de rea cc io n a r  con e l  a n tfg en o . 
Para e l l o  se hai preparado una m ezcla su e r o -fa g o s  en l a  que se  con ocfa  pr^  
viam ente e l  ndmiero de fa g o s/m l e x i s t a n t e s .  De forma que tr a s  un tiempo de^  
tezm inado de in icu b acid u  a 37® C, se  puede determ inar e l  niîmero de f a g o s /  
ml su p er v iv ien tres . La fr a c  c id n  de fa g o s  sup e r r iv ie n t  e s  dependerd de l a  c^  
pacidad de in a c it iv a c id n  d e l suero y  de l a  d ilu c id n  f in a l  d e l suero en l a  
m ezcla  suero-fa^gos. Segiîn l a  b i b l io g r a f  f  a la- cu a n t i f  ica c iS n ?  de l a  a c t i -  
vidad d e l suero puede r e a l iz a r s e  por medida en fu ncid n  d e l tiempo d e l nil- 
mero de fa g o s  nio in a c tiv a d o s ;  ya que l a  v a r ia c id n  en fu ncid n  d e l tiempo -  
d e l nilmero de f a g o s ,  e s  fu ncid n  de una co n sta n te  p rop ia  d e l suero y de l a  
d ilu c id n  d e l mi.smo en l a  m ezcla su e r o -fa g o s . D icha v a r ia c id n  v ien e  d escr^  
ta  segdn l a  sigru ien te  ex p resid n  (Xay D. 1972) ;
Hp = g -k t/D  ( I I .9 .1 )
donde y  son re sp e c t  ivam ent e e l  mimero de fa g o s  s u p e r v iv ie n te s  a -  
tiempo t  y e i  mimero i n i c i a l  de fa g o s . k e s  una co n sta n te  propia d e l sue­
ro y D l a  d i lu c id n  f in a l  d e l suero en l a  m ezcla .
A p a r t ir  (de l o s  suero s  e x tr a fd o s  semanalmente se ha determinado e l  
mimero de fa g o s  s u p e r v iv ie n te s  obten idndose para cada suero (segiln  l o s  -  
grupos e s ta b le c id o s )  e l  veûLor de l a  co n sta n te  de l a  exp residn  I I . 9 .1 .  Es 
p o s ib le  por t a n to  ob servar l a  ev o lu c id n  de l a  a c t iv id a d  d e l suero durante  
l a s  4 semanas em l a s  que se hAn r e a liz a d o  l a s  e x tr a c c io n e s .  Los r e s u lta ­
dos ob ten id o s s e  m uestras en l a  f ig u r a  I%,1 . En e l l o s  puede a p r e c ia r se  -  
que h a sta  l a  t e r c e r a  s émana no se observa aumento de a c t iv id a d  en ninguno 
de l o s  su ero s. jBl aumento de a c t iv id a d  e s  s in  embargo muy rapido en tre  l a  
te r c e r a  y c u a r ta  sémana observandose pequenas d ife r e n c ia s  enûre l o s  d is — 
t in t o s  suèros qme no parecen s e r  s is te m d t ic a s  p u esto  que l a  medida r e a l i -  
zada tr a s  e f e c tu a r  l a  sa n g r ia  t o t a l  ( 5 * semana) e s  ya in d is t in g u ib le  den- 
tro  d e l erro r  e s t a d f s t i c o  de l a s  d eterm in a c io n es . P uesto  que l a  capacidad
de reap u esta  inm unoldgica e s  sem ejante en to d o s l o s  su eros o b te n id o s , in -  
dependientem ente de l a s  co n d ic io n es  de in o c u la c id n  de l o s  conejo s  de que 
se o b tu v iero n , se proced id  a l a  m ezcla de l o s  mismos a n tes  de r e a l iz a r  l a  
determ inacidn d e f in i t i v e  d e l v a lo r  de l a  co n sta n te  de l a  exp resid n  I I . 9 .1 .  
Para e l l o  se r e a liz a r o n  l a s  medidas d el numéro de fa g o s  s u p e r v iv ie n te s  a 
in te r v a lo s  de c in co  m inutos desde e l  moment0 en que se e fec tu d  l a  m ezcla
(2 )fa g o s -su e r o  y h a sta  l o s  40 m inutos . La d ilu c id n  adecuada d e l suero pa­
ra r e a l iz a r  e s t a s  m edidas se  estim d  a p a r t ir  de l o s  v a lo r e s  o b ten id o s  pre_ 
viam ente para l a  c o n s ta n te , en l a s  pruebas de a c t iv id a d  r e a liz a d a s  l a  -  
q u in ta  semana; de forma que e l  mimero de p ia c a s  de l i s i s  contadas en cada 
p la ça  fu er a  e l  dptimo para e l  c o n ta je . P&ra cada uno de l o s  tiem pos a l o s  
que se r e a liz a r o n  l a s  m edidas se  sembraron 6 p ia c a s .  Los v a lo r e s  d e i  mime, 
ro de fa g o s  s u p e r v iv ie n te s  en fu n c id n  d el tiem po fu eron  a ju sta d o s  por mi­
nim es cuadrados a l a  exp resid n  ( I I . 9 . I )  (u t i l iz a n d o  e l  mdtodo numdrico de 
m inim iza.cidn que se d e sc r ib e  e n î l l  . 6 ) .  En l a  f ig u r a  ( i l .  2 ) ae m uestra  
e l  re su lta d o  de d icho a ju s te  que proporciona un v a lo r  para e l  param étré k 
de 30  ± 3* La in te r p r e ta c id n  de l o s  d atos ex p ér im en ta les  e s  adecuada como 
puede ob servarse por l a  r e la c id n  x mimero de grades de l ib e r t a d .
Una vez ob ten id o  e l  suero a n t i  y r e a liz a d a  su c a lib r a c id n  se -  
conserva a 30® C a l  50^ en g l i c e r in a .  Su e s ta b i l id a d  en e s ta s  c o n d ic io n es  
e s  muy buena no d etecta n d o se  pdrdida de a c t iv id a d  t r a s  1 ano de su prepa­
ra c id n .
1 1 .1 0  Medida d e l tiempo de generacidn  d e l fago (p ér io d e  la t e n t e )  y e l  ta ­
mano de l a  e x p lo s id n  de l a  b a c te r ia .
N uestro in te r d s  en l a  determ inacidn  exp erim en ta l d el tiem po de gena 
racid n  d e l fago y e l  tamano de l a  e x p lo s id n  b a c te r ia n a , se debe a que son 
dos de l o s  param ètres en fu ncid n  de l o s  que se r e e iliz a  l a  in te r p r e ta c id n  
numerica d e l p roceso  de l i s i s  segîn veremos en e l  c a p itu le  I I I .  Es por -  
e l l o  que su determ inacidn  exp erim en ta l p en n ite  la  comprobacidn de la  v a l^  
dez de la s  co rresp o n d ien tes  p r e d ic c io n e s  d e l m odèle.
E l mdtodo u t i l i z a d o  para l a  medida d e l tiempo de gen eracid n  d e l fa —
go y e l  tamano de l a  e x p lo s io n  ha s id o  e l  ya c l a s i c o ,  d e s c r ito  por E L lis  
y Delbriick en 1939 . Dicho mdtodo c o n s is t e  e s e n c iaim ente en l a  in
fe c c id n  de una m uestra de un c u lt iv o  b acter ian o  de con cen tracid n  con ocid a  
con un nilmero de fa g o s  d el mismo orden que e l  de l a s  b a c te r ia s ,  tr a s  un 
tiem po para que se produzca l a  ad sorcid n  se toman m uestras aproximada­
mente cada c in co  m inutos que convenientem ente d i lu id a s ,  se
plaquean para mas tard e co n ta r  p la ça s  de l i s i s  producidas por b a c te r ia s  in  
fe c ta d a s ;  puesto  que l o s  fa g o s  no ad sorb id os se n e u tr a liz a n  con suero an t^  
fa g o .
El plaqueo se r e a l iz a  sobre dos s e r ie s  de d ilu c io n e s  para cada tienk- 
po. En una de e l l a s  puede o b se rv a rse , a l  co n ta r  p la ç a s  de l i s i s ,  e l  p é r io ­
de co rresp o n d ien te  a l a  la t e n c ia  (tiem po de gen eracidn  d e l fa g o ) .  El mime— 
ro de p ia ca s  aparecido deberd permanecer prdcticam ente co n sta n te  h a sta  que 
de forma rdpida y brusca se expérim enta una subida c o n s id e r a b le , que co­
rresponde a l a  l i s i s  de l a s  prim eras b a c te r ia s  in fe c ta d a s .
E l plaqueo de l a  segunda d ilu c id n  (apro­
ximadamente c ie n  v e ce s  mâs d ilu id a  que l a  a n te r io r  s i  por ejem plo se esp e— 
ra un tamaSo de e x p lo s id n  d e l orden de l a  cen ten a) pezmiite o b serv a r , a l  -  
con tar l a s  p la ça s  de l i s i s ,  un aumento r e l  a t  ivament e co n sta n te  a p a r t ir  -  
d el perfodo l a t e n t e ,  que despuds de un c ie r t o  tiempo (p erlo d o  de crec im ien  
to  o subida) se  e s t a b i l i z a .
El tamano de l a  e x p lo s id n  se déterm ina a p a r t ir  de l a  r e la c id n  en tre  
e l  promedio de p ia ca s  de l i s i s  contadas en la  segunda s e r ie  de d i lu s io n e s ,  
de spud s d e l p erlod o  de su b id a , y e l  promedio en la s  co rresp o n d ien tes  a l a  
primera s e r ie  de d ilu c io n e s  h a sta  e l  f in a l  d e l perlodo la t e n t e .  C oncreta- 
mente e l  proced im iento  segu id o  fud e l  s ig u ie n te :  de un c u lt iv o  de E. c o l i  
Cgoo crec id o  en la s  c o n d ic io n e s  ex p érim en ta les h a b itu a le s  se sépara una -  
a llc u o ta  de 0 . 9  ml cuando a lca n za  una densidad d p tica  de 0 . 5  u .o /m l que co,
Q
rresponde a 1 .2x10  b a c t ./m l.  A l o s  0 .9  ml d e l c u lt iv o  se  l e  anaden 0 .1  ml 
de una so lu c id n  de fa g o s  X  ^ que perm ita ob ten er  en l a  m ezcla f a g o s - b acte­
r ia  una m u lt ip lic id a d  de in fe c c id n  de 1/1 ( e s t a  m ezcla se m antiene a 37® C 
durante e l  tiempo en que se r e a liz a n  l a s  m ed id as). Desde e l  momento de l a  
in fe c c id n  se dejan tr a n sc u x r ir  c in co  m inutos para que se produzca l a  adsor
c id n . E l mimero de fa g o s  ad sorb id os dependera de l a  v e lo c id a d  de aproxima 
c id n .
Pasada e s ta  etapa de a d so rc id n  a l a  m ezcla se l e  -  
anade e l  volumen n e c e sa r io  de suero a n t i -  X para in a c t iv a r  en lo s  s i -  
g u ie n te s  c in c o  m inutos e l  995  ^ de l o s  fa g o s  l i b r e s ' ^ ' ,  d icho volumen y l a  
d ilu c id n  d e l suero e s  c a lc u la b le  conocido e l  mimero de fa g o s  l ib r e s  y e l  
v a lo r  de l a  co n sta n te  K de l a  ex p res id n  IX»9.1 que ha s id o  determ inada ex  
perim entalm ente como ya hemos v i s t o .  Treuiscurridos l o s  3 m in. durante l o s  
que se produce l a  in a c t iv a o id n  de l o s  fa g o s l i b r e s  se  r e a liz a n  l a s  medi­
das d e l mimero de p ia c a s  de l i s i s  en fu n cid n  d e l tiem po que cor respond en ,
como hemos v i s t o .  a l  mimero de b a c te r ia s  in fe c ta d a s .  Para e l l o  se r e a l iz d
( 4 )a in te r v a lo s  de tiem po en tre  1 y 3 m inutos e l  p laqueo de m uestras co­
r re sp o n d ien tes  a dos s e r ie s  de d ilu c io n e s  que perm itan observar e l  p erfo ­
do la t e n t e ,  l a  sub ida y l a  fa s e  de e c l i p s e ,  p u esto  que desde que se  p ro-  
duzcan l a s  e x p lo s io n e s  de l a s  prim eras b a c te r ia s  e l  mimero de p ia ca s  de -  
l i s i s  por p la ça  ir d  aumentando, h a sta  silcanzar l a  e s ta b i l id a d  una vez pro, 
d ueidas to d a s  l a s  e x p lo s io n e s  de l a s  b a c te r ia s  in fe c ta d a s  in ic ia lm e n te . -  
Antes de ob ten er l o s  r e su lta d o s  d e f in i t i v o s , que se presenteui en e l  cap f­
tu lo  V, fu ë  n e c e s a r io  r e a l iz a r  m edidas p r e v ia s  que p erm itiera n  conocer -  
l a s  d i lu c io n e s  a e fe c tu a r  de forma que e l  mimero de p ia c a s  de l i s i s  con t^  
do fu era  adecuado. Esto e s  n e c e sa r io  porque no se conoce e l  mimero de ba^ 
t e r ia s  que seran  in fe c ta d a s  tr a s  l a  ad sorcid n ; p u esto  que aunque se conoz_
ca e l  mimero de fa g o s  ad sorb id os no se conoce e l  mimero de fa g o s  aproxima
do por b a c te r ia .  Tambien e s  n e c e sa r io  estim a r  previam ente e l  orden d el ta  ^
mano de l a  e x p lo s id n  para que l a  r e la c id n  en tre  l a s  dos d ilu c io n e s  a par­
t i r  de l a s  que se  r e a l iz a  l a  siem bra, sea  l a  adecuada.
( l )  La tem peratura debe se r  de 40®C para que e l  agar blando se ex tien d a  -  
b ien  sobre l a s  p la ç a s .  Tempe ra tu ras in f  e r io r e s  conducen a una s o l i d i f i c a -  
c io n  prematura l o  que produce una mala e x te n s io n . Mayor tem peratura y ex -  
p o s ic io n e s  dem asiado prolongadas de la s  b a c te r ia s  y fa g o s en e l  agar blan  
do pueden p ro d u cir  l a  mue r te  a algunas b a c te r ia s  y fa g o s .
(2 ) Las d eterm in acion e s r e a liz a d a s  durante l a s  cu atro  primereis semanas se  
h ic ie r o n  sd lo  p ara  un tiem po, en co n creto  a l o s  2 0  min de r e a l iz a r  l a  me^ 
c ia  fa g o s  su e ro 9 p u esto  que l o s  vailores de l a s  co n sta n te s  ob ten id as sd lo  
eran r e q u e iid a s  para observeir l a  e v o lu c id n  d e l increm ent o de l a  a c t iv id a d  
d e l suero y consecuentem ente era s u f i  o ie n t  e un veüLor aproximado. El v a lo r
de l a  co n sta n te  que aparece en l a  f i g .  I I . 2 para l a  semana ya se ob tu-
vo rea liza n d o  l a s  d eterm in acion es para v a r ie s  tiem p os.
(3 ) 21 p o rc en ta je  de fa g o s  l ib r e s  que deben in a c t iv a r s e  ha de c a lc u la r se  
procurando que a ea  e l  maximo pero ten ien d o  en cu en ta  que l a  capacidad de 
in a c t iv a c id n  deL suero  debe haber prdcticam ente d esap arecid o  en l a  d i lu ­
c id n  f in a l  que ae e x tie n d a  sobre l a s  p ia c a s ;  p u esto  que s i  no fu era  a s f ,  
lo s  fa g o s  l i b r e s  p roced en tes de la s  b a c te r ia s  in fe c ta d a s  ser fa n  in a c t iv a — 
dos y consecuentem ente lo s  r e su lta d o s  o b ten id o s no ser fa n  v a l id o s .
(4 ) Para cada tiem po se sembrairon a lfc u o ta s  de 0 .1  ml de l a s  d ilu c io n e s  -  
deseadas sobre 5> p ia c a s  de agar n u t r i t iv e  para cada una. Procurando que -  
a l  menos en una de l a s  dos s e r ie s  de d ilu c io n e s  e l  mimero de p ia ca s  de 1^
s i s  contado por p la ça  e s tu v ie r a  comprendido en tre  30 7  3 0 0 .
TABLA I I . 1 S e r ie s  de d ilu c io n e s  u t i l i z a d a s  para r e a l iz a r  l o s  conta­
j e s  de b a c te r ia s  de m uestras co rresp o n d ien tes  a v a lo r e s  - 
de densidad d p tic a  in f e r io r e s  a 0 .3  un idades d p tic a s  por 
m i l i l i t r o .
TABLA I I . 2 S e r ie s  de d ilu c io n e s  u t i l i z a d a s  para r e a l iz a r  l o s  conta­
j e s  de b a c te r ia s  de m uestras co rresp o n d ien tes  a v a lo r e s  - 
de densidad  d p tic a  su p e r io r e s  a 0 .3  un idades d p tic a s  por 
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PIGÜEA I I . 1 E volucidn  de l a  acti^ /idad d e l suero a n t i  X en fu n c id n  d e lc
tiem po tra n scu rr id o  desde l a  prim era in o c u la c id n . La f ig u r a  
su p er io r  m uestra l a  ev o lu c id n  d e l v a lo r  de la  con stan te  de 
l a  ex p res id n  I I . 9 .1 ,  durante 5 semanas. En l a  f ig u r a  in f e ­
r io r  se  rep résen ta  e l  p o rcen ta je  de fa g o s d esa p a r ec id o s , que 
corresponde a l o s  v a lo r e s  de l a  co n sta n te  r e f e r id a ,  para un 
tiem po de a c tu a c id n  de 5 m inutos y t r a s  una d ilu c id n  d e l sue, 
ro 1 /1 0 , en  fu n c id n  d e l tiempo tra n scu rr id o  desde l a  in o c u l^  
c id n .
PIGÜEA I I .2 lo garitm o  neperiano d e l mimero de fa g o s  l ib r e s  y erro r  en - 
fu n c id n  d e l tiem po. La I fn e a  con tin u a  m uestra l a  in te r p r e ta ­
c id n  co rresp o n d ien te  a l  mfnimo obten ido tr a s  e l  a ju ste  con - 
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CAPITULO I I I .  DESCRIPCION DE HIPOTESIS Y METODOIOGIA DE CALGULO DEL MODBLO
I I I . 1 In trod u ecid n
En e s te  c a p ftu lo  présentâm es una d esc r ip c id n  m atem atica de l o s  p ro-  
c e so s  de in fe c c id n  y l i s i s  b a c ter ia n a  por fa g o s ,  ju n to  a un resumen a c la r^  
t o r io  de l a s  h ip d te s is  en l a s  que d icha d e sc r ip c id n  se fundam enta. La v a l^  
dez exp erim en ta l de l a s  h ip d t e s i s  r e fe r id a s  serd  o b je to  de un e s tu d io  pos­
t e r i o r  que presentarem os en e l  c a p ftu lo  s ig u ie n t e .
La in te r p r e ta c id n  a lg e b r a ic a  de l a  ev o lu c id n  de un c u lt iv o  b a c te r i^  
no en p r ese n c ia  de fa g o s  r e q u ie r s ,  como h ip d te s is  de p a r t id a , l a  d e sc r ip ­
cid n  numdrica de l a  ev o lu c id n  de dicho c u lt iv o  cuando data sd lo  se debe a l  
crec im ien to  b a c te r ia n o ; e s  d e c ir ,  en a u sen c ia  de fa g o s .
La ev o lu c id n  que expérim enta l a  con cen tracid n  b a c ter ia n a  en un c u l­
t iv o  crec ien d o  en unas c o n d ic io n e s  p r é c is a s ,  p résen ta  d ia t in ta s  fa s e s  d e s -  
c r ip t ib l e s  m atem dticam ente, de manera que en cada in s t a n t e ,  l a  con cen tra­
c id n  b a cter ia n a  puede d ed u c irse  a lgeb raicam en te de co n een tra c io n es  précé­
d a n te s , u t i l iz a n d o  e x p r e s io n e s  que nos proporcionan d ich a  ev o lu c id n  7  que 
son sd lo  fu ncid n  d e l mimero de b a c te r ia s  p r é se n te s  en e l  medio (R eport JER 
437 De V idania R . , Garcds P . ,  D dvila C .A .) .
La d escr ip c id n  d e l comportam iento b a cter ia n o  en c u l t iv e s  en l o s  que 
se ha in tro d u cid o  c ie r t o  mimero de fa g o s  r e q u e r ir a , como ya hemos r e fe r id o , 
l a  in te r p r e ta c id n  a lg e b r d ic a  d e l crec im ien to  bacteriem o en ausencL a de fa ­
gos y ademas una d e sc r ip c id n  m atem dtica de l o s  p ro ceso s  que in te r v ie n e n  en 
l a  in fe c c id n  y  l i s i s  de un c u l t iv o .  Los p rocesos a l o s  que hacemos r e f e r e z  
c ia  son: e l  de aproxim acidn de fa g o s  a b a c te r ia s  s in  e l  c u a l l a  in fe c c id n  
no puede te n er  lu g a r , e l  de l a  in fe c c id n  propiam ente d ich a  y  l a  m u lt ip l ie ^  
cidn  d el fa'go con p o s te r io r  l i s i s  de l a  b a c te r ia , s u j e t o ,  e s t e  d lt im o , a -  
dos param etros c a r a c t e r f s t ic o s  e in tr fn s e c o s  d el fa g o : tiempo de genera­
c id n  y tamano de l a  ex p lo s id n  (mimero de fa g o s  promedio producido en cada 
b a c t e r ia ) .
Basicam ente, l o s  t r e s  p ro ceso s  r e fe r id o s  son l o s  que m od ifican  e l  -  
comport ami ento b a cter ia n o  en a u sen c ia  de fa g o s , e im p li can l a  co n sid éra —
c id n  de l a s  h ip d te s is  fondam entales cuya form ulaeidn  hemos r e a liz a d o .
De l o s  t r e s ,  q u izas l a  aproxim acidn e s  ya in tu it iv a m e n te  e l  fendmeno 
que mas d i f i c u l t a d  de in te r p r e ta c id n  o fr e c e . EL problema planteado en td r -  
m inos g é n é r a le s  s i g n i f i e s  que en un determ inado medio c o e x is te n  l o s  fa g o s  
y l a s  b a c te r ia s  a d is ta n c ia s  a le a t o r ia s ,  que en promedio son funcidn  de l a  
densidad de b a c te r ia s  y  de fa g o s en d icho m edio. En una primera aproxim a- 
cid n  hemos con sid erad o e s ta d f s t ic o  e l  choque de fa g o s  y  b a c te r ia s ,  l o  que 
t ie n e  im p lica c io n e  s  en l a  fon n u lacid n  de cudl es  l a  p rob ab ilid ad  de d icho  
choque y en co n secu en cia  sobre l o s  tiem pos de aproxim acidn in d u c id o s , a s f  
como en l a  p rob a b ilid a d  de que e l  choque haya ten id o  lu g a r  sobre una bacte_ 
l i a  som etida a un choque precedent e o sobre una en l a  que dicho e f e c to  no 
se haya producido. Para n o so tr o s , choque ha s id o  e q u iv a le n ts  a f i j a c id n  -  
d e l fago a l a  b a c te r ia  aunque e l  m odelo matemdtico que se d escr ib e  ha s id o  
p o ster io rm en te  probado ante l a  ev en tu a lid a d  de que e s t a  su p o sic id n  no sea  
v&D.ida. Los e f e c t o s  d erivad os de l a  h ip d te s is  de aproxim acidn e le g id a  han 
s id o  form ulados convenientem ente y su comprobacidn a l o s  n iv e le s  de p r e c i -  
s id n  que req u ieren  n u e str a s  m edidas, se  p resen ta n , como ya hemos r e f e r id o ,  
en c a p f tu lo 8 p o s te r io r e s .  E l proceso  de in fe c c id n  d e l fago  a l a  b a c te r ia  -  
peurece in tu it iv a m e n te  no te n er  in f lu e n c ia  en l a  c in em d tica  de l a  ev o lu c id n  
de l a  p ob lacid n  b a c te r ia n a , sa lv o  c la r o  e s t a ,  en e l  hecho de que v a r io s  -  
fa g o s  puedan ad h er irse  e in c lu so  in y e c ta r  su DRA a una b a c ter ia  ya in f e c t ^  
da, a n tes  de l a  e x p lo s id n . S in  embargo, a e f e c to s  de c a lc u le  d e l modelo 
mos considerado que desde e l  momento que un determ inado fago choca con  
una b a c te r ia  y se f i j a  en e l l a ,  sd lo  e s ta  som etida a s u c e s iv o s  choques que 
ya no son causa de in fe c c id n . Todo e l l o  durante un tiem po que hemos c o n s i­
derado en primera aproxim acidn co n sta n te  para tod as l a s  b a c te r ia s  y .que 
c o n s t i tu y e ,  como lu eg o  verem os, uno de lo s  param etros a determ inar. 3 io — 
Idgicam ente in te r p r é ta  e l  tiempo que tran scu rre  en tre  l a  f i j a c id n  d e l — 
fago y l a  e x p lo s id n  de l a  b a c te r ia  con produc c id n  de nue vos fa g o s ,  lo  que 
es  generalm ente conocido como tiempo de g en eracid n .
El te r c e r  a sp ecto  a co n sid era r  en la  c in em a tica  d e l proceso de l i s i s  
y a in tr o d u c ir  en e l  ccmportamiento de un c u lt iv o  b a cter ia n o  en p r e se n c ia
de fagos r e s  e l  fendmeno de l a  e x p lo s id n  por e l  c u a l ,  despues de un tiempo 
de generacid n  del fago se produc en una s e r ie  de fa g o s ,  quedando l a  b a c te r ia  -  
in h a b ilita d a  como t a l  ( l i s i s  b a c te r ia n a ) . El niîmero de l o s  fa g o s  proceden­
t e s  de l a  e x p lo s id n  tambien ha s id o  considerado c o n sta n te  en primera apro­
xim acidn y determ inado param etricamente d e l com portam iento de l o s  c u l t iv e s  
b a cter ia n o s  in fe c ta d o s ;  e s  lo  que se conoce como tamano de l a  e x p lo s id n .
Ademas de l a s  h ip d te s is  r e f e r id a s ,  que seran  d e s c r i ta s  deta lladam en- 
t e  a co n tin u a c id n , e x is t e n  o tr a s  h ip d te s is  que llam ariam os menores tambien  
in tro d u c id a s  en e l  modelo a lg e b r a ic o , como son l a  de una p o te n c ia lid a d  por  ^
centuada de l o s  fa g o s ,  l a  p o s ib i l id a d  de que l o s  fa g o s  se  f i j  en tambidn en 
l a s  membranes r é s u lta n te s  de l a s  e x p lo s io n e s  b a c te r ia n a s , e t c . ,  que seran  
ex p u esta s despuds de l a s  fundam entalss .
I I I . 2 D escrip cid n  de l a  ev o lu c id n  de un c u l t iv o  b a cter ia n o  en a u sen c ia  de 
fa g o s . Eormulacidn a p a r t ir  de l a  medida de d en sid ad es d p tic a s
Como es  sa b id o , l a  ev o lu c id n  de l a  densidad  de una p ob lacid n  b acte­
r ian a  en un c u lt iv o  p résen ta  t r e s  etap as b ien  d ife r e n c ia d a s  y que co rr es— 
ponden a l a s  f a s e s  de la t e n c ia ,  ex p o n en cia l y p r e e s ta c io n a r ia -e s ta c io n a r ia , 
En e s t e  apartado presentam os una d escr ip c id n  in teg r a d a  de l a s  t r e s  zon as, 
que sera  a p lic a d a , como veremos en e l  c a p ftu lo  17, a crec lm len x o s e x p ér i­
m entales r e a liz a d o s  con l a  b a c te r ia  B. c o l i  G^qq ( 7èr I I . 4 ) .
Para m edir l a s  co n cen tra c io n es  b a c ter ia n a s  de forma que podamos d is ­
poner de l a  ev o lu c id n  tem poral d e l mimero de b a c te r ia  s /m l en un c u l t iv o ,  -  
hemos r e a liz a d o  determ in acion e s  de l a  ab sorcid n  de lu z  en  m uestras de d i— 
cho c u l t iv o ,  que e s  l o  que llamamos d en sid ad es d p t ic a s .  Para r e la c io n a r  -  
l o s  v a lo r e s  medidos de d en sid ad es d p tic a s  con l a s  co n cen tra c io n es  b a c te r ia  
nas y c a lc u le r  l o s  e r r o r s s c o r r e sp o n d ie n te s , de forma que pueda estim a rse  
l a  bondad e s t a d f s t ic a  de c u a lq u ie r  d escr ip c id n  p aram etrica , hemos segu ido  
e l  procedim iento que a co n tin u a cid n  se e x p l ic a .
1 .— Se ha determ inado que l o s  e r r o r s s que a fe c ta n  l a s  medidas de d e n si—
dad o p t ic a  son nna. fu ncid n  d e l v a lo r  de l a  densidad d p tic a  medida y hemos 
ca lcu la d o  l o s  pardm etros que d efin en  d ich a  fu n c id n , e s c r i t a  como l a  aproxi 
macidn polindm ica que m ejor in terp r e ta b a  e l  comportamiento de l o s  d atos ex  
pe rimen t a le  s .
2 . -  Se ha ob ten id o  l a  fu ncid n  que r e la c io n a  l o s  v a lo r e s  de l a  densidad  
d p tic a  (do) que se miden en un c u lt iv o  c o n cre to , con l a  con cen tracid n  bac­
te r ia n a  de d icho c u l t iv o .  E llo  nos ha pezm itid o  c a lc u la r  e l  mimero de bac­
t e r ia s  (RB) por m i l i l i t r o  en cada c u l t iv o ,  a s f  como estim a r l a  in d ete im in a  
cid n  en d icho mimero a travd s de l a  in d eterm in acid n  en l a  densidad  d p tic a  
y l a  fu n cid n  NB  ^ = f(DO^) a s f  c a lc u la d a .
3 . -  Hemos seg u id o , para unas co n d ic io n es  ex p érim en ta les  dadas ( Ver cap^  
tu b  I I  ) > l a  ev o lu c id n  de l a  con cen tracid n  b a cter ia n a  con e l  tiem po y hemos 
param etrizado d ich a  ev o lu c id n  en la  forma que hemos estim ado mas sim ple y  
c o r r e c ts  p o s ib le ,  con o b je to  de te n e r  una d e sc r ip c id n  numdrica de d ic h o s  -  
p roceso s  de c r e c im ie n to .
Descr ib ire m o s ahora, s in  en tr a r  en d e t a l l e s ,  l a s  p a ra m etr iza c io n es  -  
u t i l i z a d a s  para l a s  d i s t i n t  a s  zonas de l a  curva de crec im ien to  b a c te r ia n o .
I I I . 2 .1  Curva de crec im ien to  b a c ter ia n o . P a ra m etriza cio n es.
En un p roceso  de crec im ien to  b acter ian o  e s  n e c e sa r io  d i s t in g u ir  va­
r ia s  f a s e s .  En e f e c t o ,  l a  curva t f p ic a  que r e la c io n a  e l  logaritm o  n ep er ia ­
no d e l mimero de b a c te r ia s  con e l  tian p o  p résen ta  ' t r e s  p a r te s  d i f e r e n te s  
cuya r e la c id n  con l a s  d i s t in t a s  f a s e s  d e l crec im ien to  e s td  e s ta b le c id a  (v e r  
f ig u r a  I I I . l ) .  Al comienzo d e l c r e c im ie n to , primera parte de l a  c u r v a -fa se  
de la t e n c ia ,  l a s  b a c te r ia s  r e a liz a n  sus prim eras d iv is io n s  s  pero e s to  no -  
ocurre sim ultdneam ente s in o  que sucesivam ente va aumentando e l  mimero de -  
b a c te r ia s  que en tran  en d iv is id n .  Durante e s ta  f a s e ,  ademds, l a  duracidn -  
d el c i c lo  v i t a l  no e s  uniform e para tod as l a s  b a c te r ia s .  La rep resen ta c id n  
de d ich a  fa s e  en e l  diagrama In (lfB )—* t  m uestra un aumento p ro g res iv o  de 
d (ln (H B ))/d t  h a sta  a lca n za r  l a  segunda p arte  de l a  curva. Consecuentem ente 
e s ta  primera p arte  de l a  curva ha s id o  d e s c r ita  como una exp on en cia l en l a  
que e l  param ètre que l a  d e f in e  v a r fa  lin ea lm en te  con e l  tiempo desde un via
l o r  c e r o , para un tiempo cero  da r e fe r e n c ia ,  h a sta  un v a lo r  ig u a l a l  que -  
corresponde a l  comienzo de l a  zona l i n e a l  ( t ^ ) .
l a  ev o lu c id n  d el numéro de b a c te r ia s  en e s ta  prim era fa s e  ha s id o  -  
d e s c r ita  con l a  s ig u ie n te  ex p resid n :
2
=  I L  ( I I I . 2 . 1 )
donde R_ e s  e l  nilmero de b a c te r ia s  a tiempo t ;  e l  mimero i n i c i a l  de -  
b a c te r ia s  y a t l a  p en d ien te  que v a r fa  lin e a lm e n te  en t ,  siendo a = a ^ /2 t^ .  
.a^ y t^ son  resp ectivam en te  l a  p en d ien te  de crec im ien to  de l a  zona l i n e a l  
y  e l  tiempo co rresp o n d ien te  a l  comienzo de d ich a  zona.
La s ig u ie n te  fa se  de l a  curva e s  l a  de crec im ien to  ex p o n en cia l en l a  
que l a  p en d ien te  se m antiene c o n s ta n te . E sta  fa se  corresponde a tiem pos en 
l o s  que tod as o l a  mayor p arte de l a s  b a c te r ia s  se  estd n  d iv id ien d o  a c t iv ^  
m ente, su m étabolism e e s  maximo dadas l a s  co n d ic io n es  amibien t a ie  s ,  lo  que 
perm ite co n s id era r  co n sta n te  paura toda l a  p ob lacid n  e l  tiempo de genera­
c id n  b a c ter ia n o .
En e s ta  zona l a  p aram etrizacid n  ha s id o  la  s ig u ie n t e :
M ,  »  ( I I I . 2 . 2 )B Bq
donde y Nt, son r e s p e c t iv a m e n t e  mimero de b a c te r ia s  a tiempo t  y -
B  B j
e l  mimero i n i c i a l  de b a c te r ia s  a l  tiempo t^ y a^ l a  pen d ien te c o n sta n te  -  
que e s ta  univocam ente re la c io n a d a  con e l  tiem po de d u p lica c id n  b a cter ia n o  
( td )  segiln la  ex p resid n :
In  2
td   ----------- ( H I . 2 .3 )
®’o
La fa se  s ig u ie n te  comienza cuando e l  mimero de b a c te r ia s  e s  t a l  que 
e l  medio comienza a experim entar un cambio p ro g resiv o  en la s  c o n d ic io n e s  -  
am b ien ta les a causa de l o s  productos ex creta d o s por l a s  b a c te r ia s  y a l  em- 
pobrecim iento de l o s  n u tr ie n t  e s .  En e s te  punto com ienza l a  p arte de l a  cur  
va que llamaremos p r e s ta c io n a r ia  para l a  cu a l l a  p en d ien te  d ( ln (R g ) ) /d t  -  
dism inuye progresivam ente h a sta  a lca n za r  un v a lo r  cero  o prdximo a c e r o , -
que corresponde a l a  ra se  e s ta c r o n a n a  ae crecim ien ro  en xa que ex numéro 
de b a c te r ia s  se mant i e n e  aproximadamente c o n s ta n te . En e s ta  zona l a  parame_ 
t r iz a c id n  u t i l iz a d a  ha s id o ;
In  Hg = In  -  a ^ o
en donde N,, y R_. son resp ectivam en te  l o s  mimero s de b a c te r ia s  a l o s  tie m -  
pos t  y t^ ( t  e s  v a r ia b le  y mayor que t^ y t^  es  e l  tiem po para e l  cu a l c £  
m ienza l a  te r c e r a  fa s e  de l a  curva de crec im ien to  bacterjeino), c e s  un pard 
métro que d e fin e  e l  grado de v a r ia c id n  d if e r e n c ia l  d e l mîmero de b a c te r ia s  
como fu ncid n  d e l mîmero t o t a l  de b a c te r ia s  p r é se n te s  en e l  m edio. E l sign_i 
f ic a d o  de c queda c la r o  observando l a  exp resid n  para d ich a  v a r ia c id n  d i f e — 
r e n c ia l
( I I I . 2 .5 )
Es c la r o  que e l  crec im ien to  d e l mîmero de b a c te r ia s  d R ^ es  cada vez menor, 
a fec ta d o  por l a  exp o n en cia l d e c r e c ie n te  e"^^^” ^ i \  h a sta  h a cerse  cero  para 
tiem pos muy grandes.
La ex p resid n  ( I I I . 2 .4 )  c o n tie n s  l a  co n d ic id n  de que l a  p en d ien te  d e l 
crec im ien to  ex p o n en cia l para e l  tiempo en que com ienza l a  te r c e r a  fa s e  d e l  
crec im ien to  de b a c te r ia s  c o in c id a  con l a  p en d ien te que l a  curva t ie n e  en -  
l a  fa s e  exp on en cia l y c o n s id é r a , como hemos r e f e r id o ,  l a  degradacidn pro­
gre s i  va d el c u l t iv o .
Como ha podido v e r se  l a  p aram etrizacid n  in teg ra d a  de l a  curva de c i^  
cim ien to  b acter ian o  depende de cuatro param etros a ,  a^ , c y t^ , donde a y 
a^ son l a s  c o n sta n te s  que aparecen en e l  exponente de l a s  ex p o n en c ia le  s  co^  
rr  e sp on d ien t e s a l a  zona de la t e n c ia  y l i n e a l ,  c d e f in e  l a  v a r ia c id n  d i f e ­
r e n c ia l  d e l mîmero de b a c te r ia s  en fu n cid n  d e l mîmero t o t a l  de b a c te r ia s  -  
en l a  te r c e r a  zona de l a  curva y t^ e s  e l  tiem po en e l  que f in a l i z a  l a  fa ­
se de crec im ien to  e x p o n en c ia l.
La v a lid e z  de l a s  p aram etrizacion es r e fe r id a s  a s f  como l a  d e sc r ip ­
cidn  d e ta lla d a  d e l c d lc u lo  de l a s  fu n c io n es  que r e la c io n a n  e l  mîmero de -  
b a c te r ia s  y su erro r  con l a  densidad d p tic a  serdn ex p u esto s  en e l  s ig u ie n -
te  c a p f tu lo .
La inform acidn mundrica ob ten id a  sobre e l  crec im ien to  d e l c u lt iv o  -  
b acter ian o  en a u sen c ia  de fa g o s  serd  u t i l i z a d a  en apartados p o s te r io r e s  de 
e s te  c a p ftu lo  cuando se  d e sc r ib e  l a  p aram etrizacid n  numerica empleada para 
l a  in te r p r e ta c id n  de l a  ev o lu c id n  d e l mîmero de b a c te r ia s  en l o s  p rocesos  
de l i s i s .
I I I . 3 D escr ip c id n  d e l proceso  de aproxim acidn de fa g o s  a b a c te r ia s .  Hipd­
t e s i s  u t i l i z a d a s
En g e n e r a l, e l  fendmeno de l a  ad sorcid n  de l o s  fa g o s  a l a s  b acte­
r ia s  e s  tra ta d o  en l a  b ib l io g r a f f a ,  en una prim era aproxim acidn, como un 
proceso  de fn d o le  e s t a d f s t i c a .  Se supone que en un c u lt iv o  que e s ta  somet^  
do a una c ie r t a  a g ita c id n  para l a  a ir e a c id n  d e l m edio, son l o s  choques a l  
azar l o s  que hacen p o s ib le  l a  f i j a c id n  d e l fa g o , aunque en e l  p roceso  de -  
ad sorcid n  que t ie n e  lu g a r  cuando e l  fago  e s t a  muy cerca  de l a  b a c te r ia  in -  
tervengan  o tr o s  fa c to r e s  de o r ig en  fC sico-qufm ico.
E l ritm o de aproxim acidn de l o s  fagos a l a s  b a c te r ia s  v ien e  d e s c r i to  
( KsqtB. 1972)a tra v d s  de l a  ex p resid n  s ig u ie n te  s
d Np = -E  Rp Rp d t ( I I I . 3 .1 )
en donde d R  ^ e s  l a  v a r ia c id n  de fa g o s l ib r e s  en e l  m edio, en un tiempo -  
d t ,  Rp y  Rg son e l  mîmero de fa g o s  y b a c te r ia s  por ml y K es  una co n sta n te  
a determ inar que depende de l a s  c a r a c t e r f s t ic a s  de l a  experim entacid n  y -  
d e l fago  y l a  b a c te r ia  u t i l i z a d o s .  La ex p resid n  in d ic a d a , t r a s  s e r  in te g r a  
da, nos p roporciona que l a  veuriacidn d e l mîmero de fa g o s  l i b r e s  en e l  me­
d io  e s  una fu n cid n  ex p o n en cia l deL tiempo
Hp = N-, e"^ V  ( I I I . 3 .2 )
donde R_ e s  e l  mîmero de fa g o s  i n i c i a l e s  a n tes  d e l proceso  de aproxima— 
o
c id n .
Como veremos en e l  prdximo c a p f tu lo ,  en e l  que se exponen l a s  compr£ 
b acion es ex p ér im en ta les  de l a s  h ip d te s is  u t i l iz a d a s  en n u estro  m odelo, la  
exp resid n  que hemos deducido para e l  ritm o de adsorcid n  de f ag o s  en n u e s -  
t r a s  c o n d ic io n e s  e x p é r im e n t a le s  e s  s e m e ]a n te  a ( I I I . 3 . 2 )  p ero  con  
l a  d i f e r e n c i a  de que en e l  e x p o n e n te  a p a r e c e  e l  nûmero de b a c t e r i ­
a s  a l a  p o t e n c ia  1 /3  en v e z  de a l a  p o t e n c ia  1 e s  d e c i r :
Un fendmeno im portante y que ha sid o  o b je to  de un e s tu d io  d e ta lla d o  
e s  e l  de l a  p ro b a b ilid a d  de que l a  ad sorcid n  de un fago  sea  e f i c a z ,  en e l  
se n tid o  de co n sid era r  que s o lo  e l  primero de l o s  fa g o s que se  ad h ieren  a 
l a  pared b a cter ia n a  es  resp o n sa b le  de l a  in fe c c id n  aunque sean  v a r io s  lo s  
que in y e c te n  su DM en l a  b a c te r ia .  3 s  l o  que hemos dado en llam ar e f i c a -  
c ia  de l a  in fe c c id n  y como ha s id o  o b je to  de una fo n n u lacid n  d e sa r r o lla d a  
por n o so tro s  se e x p lic a  en d é t a i l s  en l a  s e c c id n  s ig u ie n t e .  L o g ic a m e n te  
i n t e r p r é t a  e l  h eçh o  de que no n e c e s a r ia m e n te  e l  numéro de f a g o s  -  
ap roxim ad o e s  e q u i v a l e n t s  a l  de b a c t e r i a s ■i n f e c t a d a s .
Conviens h acer n o ta r  que l a  e f i c a c ia  de in fe c c id n  e s  magnitud de 
gran in te r e s  en l o s  p roceso s  de l i s i s  en e l  momento en q ie  e l  mîmero de fa  
gos e s  d el mismo orden que e l  mîmero de b a c te r ia s ,  y e l  suponer la  con un -  
v a lo r  unidad im p lic a r fa  una d r â s t ic a  d ism inucidn d el mîmero de b a c te r ia s ,  
en e l  tran scu rso  de muy pocas g en era c io n es  (una, dos o t r e s ,  dependiendo -  
de la  con cen tracid n  i n i c i a l  de fa g o s  y d e l momento de l a  in f e c c id n ) , que -  
no se observa s in  embargo expe rim ent aiment e .
1 1 1 ,3 .1  Expresidn d e sa rr o lla d a  para l a  e f i c a c ia  de in fe c c id n .
D efin irem os como e f i c a c i a  de in fe c c id n  l a  r e la c id n  en tre  e l  mînero de 
fa g o s que causan l a  in fe c c id n  de b a c te r ia s ,  en e l  sen tid o  anteriorm ente
co n sid erad o , y e l  mîmero t o t a l  de fa g o s  aproximado s .  Es por ta n to  un.d can 
tid ad  que in d ie a e l  p o rcen ta je  de fa g o s  aproximados resp o n sa b le s  de l a  in  
fecc id n #
Para d e s a iT o lla r  l a  ex p resid n  de l a  e f i c a c ia  vamos a co n sid era r  un —
caso en que l a  aproxim acidn de ? fa g o s  ha orig in a d o  l a  in fe c c id n  de j bac- 
t e r ia s  de un t o t a l  de 3 p r é se n te s  en e l  m edio. La e f i c a c ia  de l a  in fe c c id n  
en e s te  caso con creto  e s  j / ? ,  e l  numéro de subconjuntos p o s ib le s  de j bac- 
u erias que pueden form arse con un t o t a l  de B e s  e l  numéro com binatorio ( j )  
7 e l  numéro de p a r t ic io n e s  p o s ib le s  d e l conjunxo t o t a l  ? de fa g o s  en j su_b 
conju n to s ,  ten ien d o  en euenta  que d ich o s subconjuntos pueden co n ten er  d i s -  
t in t o s  fa g o s ,  e s
?!




en donde Z X . = ? im p lica  que sumamos en todas l a s  p o s ib le s  p a r t ic io -  
i=1
n és d e l t o t a l  de fa g o s  en j su b con ju n tos, ya que  ^  ^ e s  e l  numéro de fa g o s  
que con tien e  e l  subconju n to  i .
S i consideram os ahora tod os l o s  ca so s  p o s ib le s  de d is t in x a  e f i c a c ia
j / ?  podemos c a lc u la r  una e f i c a c ia  media m u ltip lica n d e  e l  numéro de ca so s  -
p o s ib le s  para cada e f i c a c ia  por "el v a lo r  j / ?  de l a  e f i c a c ia  y d iv id ien d o  -
e l  r e s u lt ado por e l  t o t a l  de a p lic a c io n e s  p o s ib le s  de ? fa g o s en B b a c te -  
?r ia s  que es  3 . La exp resid n  que r é s u lta  para l a  e f i c a c ia  media de la  in ­
fe c c id n  es:
min (? ,3 )
1
'  t ^ .......X
j=1 j i=1 i
( I I I . 3 .4 )
l  X.=P 
i=1 ^
Puede o b serverse  que la  fdrm ula deducida e s  de cd lc u lo  te d io s o  cuando, c o -  
mo en e l  caso de n u estro  m odelo, n ecesitam os d eterm in arla  numérosas v eces  
duranxe e l  proceso de estim a cid n  param étrica que sera  p osteriorm en te  des­
c r ib e . Gonsecuentemente es  n e c e sa r ia  su s im p li f ic a c id n , para lo  cu a l se ha 




= f ( j )
7  su s t ltu im o s  en l a  ex p resid n  ( i l l . 3*4) tendremos
m in(?,B )
Ef ^  f  P! (J) f(j)
en l a  qua efectuando l a s  tran sform acion es s ig u ie n t e s  
m in(B ,P) g
j(® ) f ( j )  = j   ^ ------ f ( j )
3=1 •’
B  B. .
P! B (B -0 !  P! \
se o b tie n s  l a  exp resid n
P ! B I
- 1  | f ( j )
3=1
que e s  de mds f a c i l  mane jo  que I I I .  3 •4 . Ademds, s i  consideram os l a  s ig u ie n  
te  propiedad de l o s  ntlmeros com binatorios
podemos p asar a l a  exp resid n
' j . t  J . t
en l a  que e l  nilmero com binatorio  de la . segunda sum atoria podrfa p resen ta r  
alguna ambigiiedad cuando j e s  ig u a l  a B, en caso  de que fu era  p o s ib le ,  ya  
que tendrfam os que no estA  d e f ln id o . S in  embargo e s ta  amblgüedad no
e x is t e  y a que tendrfam os
=  1
U tiliza n d o  ahora l a  s ig u ie n te  co n d ic id n  de n o im a liza c id n :
(? )  f ( j )  = 1
llegam os a l a  exp resid n
B ? \  P! P! 
en l a  que operando obtenemos:
Puede ob server se que l a  ex p resid n  a n te r io r  e s  extremadamente s e n d -  
11a y su c a lc u le  inm ediato conociendo e l  rnîmero de b a c te r ia s  B y e l  de fa ­
gos P, que a e l l a s  se aproximgua. Bs t  am bien in te r e s a n te  n o ta r  que propor- 
cion a  v a lo r e s  drasticam en te d if e r e n te s  de l a  unidad, cuando e l  nilmero de -
f a g o s  e s  a l  m enos co m p a ra b le  con  e l  de b a c t e r i a s .  E s te  e f e c t o  t i e n e  una  
gran in f lu e n c ia  en l a  e v o lu c iô n  d e l proceao de l i s i s .
Las h ip d te s is  e s e n c ia le s  sobre l a s  que se  fundamenta l a  exp resid n  -
( I I I . 3 .5 )  son l a s  s ig u ie n te s
1 -  El p roceso  de aproxim acidn de fa g o s a b a c te r ia s  e s  puramente  a le a t £  
r io  de forma que un fago  puede a d h er irse  a una b a c te r ia  ya in fe c ta d a  o a -  
una que no l o  ha s id o  con p ro b a b ilid a d  s im ila r .
2 -  Todos l o s  fa g o s  se ad h ieren  a l a s  b a c te r ia s  de acuerdo con una d e-  
pendencia  tem poral que ha s id o  d e s c r ita  en e l  apartado ( i l l . 3 ) .
3 -  Sdlo consideram os e f i c a z ,  por cada b a c te r ia  in fe c ta d a , un tCnico f £  
g o , aunque a b a c te r ia  se  l e  pue dan a d h er ir  v a r ie s  fagos»
La ex p resid n  ( i l l . 3*5) supone ademds que l o s  fa g o s  sdlam ente se ad­
h ieren  a l a s  paredes b a c ter ia n a s  y  no co n sid éra  l a  p o s ib il id a d  de que se  -  
adhieran a l a s  membranas prod u cts de l a s  e x p lo s io n e s  b a c te r ia n a s , t r a s  e l  
p roceso  de l i s i s .  S i consideram os e s te  e fe c to  como p o s ib le ,  e l  c a lc u ls  de 
l a  e f i c a c ia  e s  d ife r e n te  y se hace n e c e sa r io  m o d ifica r  l a  exp resid n  deduc^
da en l a  forma s ig u ie n te
E f  * 4  I 1 - ( 1 -  —^  )^1 ( I I I . 3 . 0 )
B+.M
donde E f ' e s  l a  e f i c a c ia  m od ificad a  considerando que lo s  fa g o s  (? )  pueden 
ad h er irse  a b a c te r ia s  (b ) y membranas (m) con ig u a l p ro b a b ilid a d . E sta  ex­
p resid n  p rov ien s de c o n s id era r  que e l  tdrmino B de l a  ex p resid n  I I I . 3 .5  e s  
BfM pero que, ev id en tem en te , sd lo  l a s  b a c te r ia s  (b ) son s u c e p t ib le s  de se r  
in fec ta d a s^ ^ ' .
H eferirem os en mayor d e t a i l s  e s ta  m o d ifica c id n  cuando describeunos -  
l a s  h ip d te s is  a d ic io n a le s  con sid erad as en e l  m odelo, que seran d e s c r ita s  -  
en e l  apartado ( I I I . 5 ) .
Las m o d if ic a c io n e s  e s e n c ia le s  que l a  in tro d u cc id n  de l a  e f i c a c ia  -  
aporta a l o s  c a lc u lo s ,  que sobre l a  ev o lu c id n  d e l numéro de b a c te r ia s  du­
ran te l a  l i s i s  p roporciona e l  m odelo, req u ieren  que sean comprobadas en lo
p o s ib le  l a s  h ip d te s is  u t i l i z a d a s .  Para e l l o  hemos re a liz a d o  una experim en- 
ta c id n  in d ep en d ien te  que sera  d e s c r ita  en e l  c a p itu le  IV 7  que confirm a -  
l a s  p r e d ic c io n e s  que l a  ex p resid n  ( l H . 3 - 5 )  proporciona para la  e f i c a c ia  -  
de in fe c c id n  (en  c o n d ic io n es  exp érim en ta les  en au s e n d  a de membranas).
I I I . 4 D escrip cid n  numdrica d el proceso  de l i s i s  b a cter ia n a  por fagos
El modelo numdrico que exponemos a con tin u a cid n  pretende d e s c r ib ir  
l a  ev o lu c id n  de un c u l t iv e  b a cter ia n o  in fe c ta d o  con fa g o s ,  entendiendo por 
d e sc r ip c id n  e l  proporcionar v a lo r e s  en acuerdo con l a s  medidas expérim enta  
l e s  para e l  niîmero de b a c te r ia s  y a l mîmero de fa g o s  p résen ta s  en e l  medio 
en funcidn  d e l tiem po.
Para e l l o  se in trod u cen  como d atos l o s  s ig u ie n t e s :
1 -  La d e sc r ip c id n  m atem dtica de l a  curva de crec im ien to  de b a c te r ia s  -
en a u sen c ia  de fa g o s ,  que como sabemos t ie n e  t r è s  p a r te s  a n a lftica m a n te  -
b ien  d ife r e n c ia d a s . Los param etros que d ich a  d esc r ip c id n  n e c e s i ta  se o b t i£
nen de a ju s te s  a l a s  curvas de crec im ien to  b acter ian o  de l o s  c u l t iv o s  s in  
i n f e c t a r .
2 — El tiempo a l  que se r e a l iz a  l a  in fe c c id n , r e la t iv e  a l o s  tiem pos en 
l o s  que se ha medido l a  densidad d p t ic a , lo  que permixe conocer e l  v a lo r  -  
d el nttmero de b a c te r ia s ,  a s f  como e l  numéro de fa g o s  in tro d u c id o s  en e l  m£ 
mento de l a  in fe c c id n .
3 -  Curvas de densidad d p tic a  medida en funcidn  d el tiem po. Para c u l t i ­
vos in fe c ta d o s  en d i s t in t o s  momentos y con d ife r e n te s  m u lt ip lic id a d e s  de -  
in fe c c id n .
En e s e n c ia ,  l a  d e sc r ip c id n  numdrica que présentâm es pretende reprodu  
c i r  e l  proceso de l i s i s  en fu n cid n  de t r è s  param etros que se con sid eran  -  
c o n sta n tes  con e l  tiem p o;
1 Tiempo de gen eracid n  d el fago ( tg )
2 Tamano de l a  e x p lo s id n  b a cter ia n a
3 . -  Paramètre r e p r e s e n ta t iv e  de l a  aproxim acidn de fa g o s  a b a c te r ia s .
Como veremos mds a d e la n te , e l  modelo ha s id o  p oster iorm en te  s o f i s t i — 
cado in trod u cien d o  nuevos param etros cuya s ig n i f ic a c id n  para e l  p roceso  se  
e s p e c i f ic a r a .  A con tin u acid n  se  d e sc r ib e  como ha s id o  ceü.culado e l  rnîmero 
de b a c te r ia s ,  que e s  l o  que se compara con l o s  v a lo r e s  ex p ér im en ta les  p ro -  
porcionados por l a s  curvas de l i s i s  (v e r  P ig . I I I . 2 ) .
a . -  Para cual qui er  tiem po t ,  consideram os un in t e r v a ls  de tiempo t - A t / 2 ,
t  + At/2 7  calcu lam os e l  mîmero de b a c te r ia s  que e x i s t e  en e s te  in t e r v a ls  -  
en fu ncid n  de l a s  e x is t a n t e s  en e l  in t e r v a ls  inmedi a t ament e a n te r io r .  At 
es  l a  anchura tem poial. d e l in t e r v a lo ,  que como se verd  ha s id o  estim ada -  
en n u estro  modelo como l a  iddnea para no perder p r e c is id n  en l a s  p r e d ic c i£  
n és r e la t iv a s  a l  c a lc u ls  d e l mîmero de b a c te r ia s  y de fa g o s ,  consumiendo a 
su vez e l  manor tiempo p o s ib le  de ordenador en l a  estim a c id n .
b .-  E l increm ents corresp o n d ien te  a l  mîmero de b a c te r ia s  en dicho in te r v a ­
lo  centrado en to m o  a l  tiempo t  se c a lc u la  en fu ncid n  d el mîmero de b a c t£  
r ia s  e x i s t e n te 8 en e l  in te r v a lo  p reced en ts u t i l iz a n d o  l a  ex p resid n  matema- 
t i c a  que d escr ib e  l a s  curvas de crec im ien to  b acter ian o  dependiendo, c la r o  
e s t a ,  de l a  zona de l a  curva a que correspondan.
c . -  El decrem ents d e l  mîmero de b a c te r ia s  ( e l  mîmero de b a c te r ia s  que e x p ie  
tan) para e l  in te r v a lo  At en  to r  no a l  tiempo t ,  se c a lc u la  como e l  mîmero 
de fa g o s  l ib r e s  que no han s id o  a d so rb id o s , en in te r v a lo s  p récéd an tes a l  — 
corresp on d ien te  a t - tg ,  y que se adsorben en e se  At, m odificado por e l  -  
fa c to r  que t ie n e  en cuenta l a  e f ic a c ia  de in fe c c id n .
l a  exp resid n  u t i l i z a d a  e s  por lo  tan to  
“3 ( t )  = V t -  ût) + % ( t )  -  ^ ' V t )  ( I I I . 4 .1 )
en donde in d ic a  e l  mîmero de b a c te r ia s  en e l  tiem po t .  AQg(^) e l  in
cremento d e s c r ito  en e l  apartado b y A'îîg^^j e l  decrem ents d e s c r ito  en e l  
apartado c .  La de term ina c i  <5n d e l in crem ents d e l mîmero de b a c te r ia s  depen­
d iendo. de l a  zona de l a  curva de crec im ien to  a que corresponds e l  tiempo -  
e s  e l  s ig u ie n te
1» Zona:
( I I I . 4 .2 )
2* Zona:
AN— / = N a„ A t ( I I I . 4 .3 )
3 » Zona:
®B(t) '  “ o 1 -  c /a ^ ( ln  Ng -  In  N g.) A t ( I I I . 4 .4 )
en donde a , a^, c y  t^ son l a s  co n sta n te s  de l a s  ex p res io n e s  que d e f in e n  -  
l a s  d i s t in t a s  zonas de l a  curva de crec im ien to  y cuyo s ig n if ic a d o  se d e s -  
c r ib id  en ( l l l . 2 . l )  (v er  P ig . I I I . l ) .  El térm ino A*Ng^^^, que proporciona  
l a  d ism inucidn en e l  mîmero de b a c te r ia s  deb ids a l a s  e x p lo s io n e s ,  e s  mâs 
com plejo y su p aram etrizacid n  e s  l a  e s e n c ia  de n u estra  d escr ip c id n  d e l pro_ 
c e so de l i s i s .  De acuerdo con n u e str a s  h ip d te s is  y suponiendo que e l  t iem ­
po de gen eracid n  d e l fago e s  e s tr ic ta m e n te  c o n s ta n te , e s  d e c ir ,  s in  d isp e^  
sid n  e s t a d f s t i c a  o b se r v a b le , A’Ng^^j co n tien e  e l  mîmero de b a c te r ia s  a -  
l a s  que se l e s  ha adherido a l  menos un fago en un tiempo t - t g  ( t g  = tiempo  
de gen eracid n  d e l f a g o ) . D icha v a r ia c id n  en e l  mîmero de b a c te r ia s  depend^  
ra evidentem ente d e l t o t a l  de b a c te r ia s  y fa g o s  p r é se n te s  en e l  medio y -  
tam bién, por su p u esto , de cdmo t ie n e  lu g a r  e l  proceso  de aproxim acidn d e l  
fago a l a  b a c te r ia .
Como ya hemos r e fe r id o  seg d n  l a  h i p ô t e a i s  e s t a d î s t i c a  l a  apro­
xim acidn d el fago a l a  b a c te r ia  t ie n e  lu g a r  de acuerdo con l a  exp resid n
d
dt
= -K N.B (t)  '*?(t) ( I I I . 4 .5 )
tA x ; '  Dvx;
m ed io  a t ie m p o  t . La e x p r e s io n  a n t e r i o r ,  que n u A str o s  r e s u l t a d o s  
( I V .3 )  p a r e c e n  d e m o str a r  in c o r r e c t a  en n u e « tr a s  c o n d ic io n e s  e x p é ­
r im e n ta le s ^  s e  ha m o d if ic a d o  ( l a  d e p e n d e n c ia  en d eb e  s e r  -
s u s t i t u i d a  por ) e in d ic a  que l o s  f a g o s  que r e s t a n  en e l  -
m ed io  a un t ie m p o  t^  , d e s p u e s  de s e r  in t r o d u c id o s  a un t ie m p o  -
t .  son  1
-E  ( i n . 4 .6 )
\  *%2 1=1
En, c o n secu en c ia , l a  ex p resid n  u t i l i z a d a  en l o s  cA lcu lo s  que r e a l i z a  e l  mo­
d e lo  ha s id o  l a  I H .4 - .6  con l a  h ip d te s is  de que en e l  rango ( t g - t ^ )  e l  nd- 
mero de b a c te r ia s  se ha m antenido aproximadamente c o n sta n te . Como hemos in  
dLcado, p u e s to  que a una b a c t e r i a  pu ed e a p r o x im a r se  mas de un fa v  
go no e s  p o s i b l e  c o n s id e r a r  que e l  nûmero de f a g o s  ap ro x im a d o  e s  
i g u a l  a l  de b a c t e r i a s  i n f e c t a d a s . E l lo  n os ha o b l ig a d o  ha c o n s i d e ­
r a r  una e f i c a c i a  de i n f e c c i d n  ( E f )  a l a  h ora  de c a l c u l e r  l a s  b a c ­
t e r i a s  i n f e c t a d a s  a c a u s a  de l o s  fa g o s  que s e  van  a d h i r i e n d o .
El modelo c a lc u la  como sum atoria de todas l a s  in fe c c io n e s  -
e f ic a c e s  hab idas en un in te r v a lo  At, para un tiempo t - t g ,  ocasion ad as por 
fa g o s  l ib r e s  en cada in te r v a lo  A t  a n te r io r  sû. tiempo t - t g
'  ’V t )  = K
en donde Ef  ^ depende evidentem ente d e l numéro de fa g o s  y b a c te r ia s  présen­
ta s  en e l  medio a l  tiem po co rresp o n d ien te  a , _  (y  d e l nilmero de
membranas s± istas se consideran en el câlculo de d ic h a  e f i c a c i a ) .
De lo  expuesto  como m^todo da c£L cu lo  se  deduce que e s  n eceseir io  de— 
term inar e l  mîmero de fa g o s  producidos en cada in te r v a lo  sa lv o  e l  prim ero, 
en e l  que consideram os e l  mîmero de fa g o s  in tr o d u c id o . Los fa g o s  produci­
dos en cada in te r v a lo  At sen los qs provienen  de la s  b a c te r ia s  que ex p lo ta n  
en dicho in te r v a lo ;  y e l  mîmero de b a c te r ia s  que ex p lo ta n  lo  conocemos de 
l o  expuesto  an teriorm ente porque es  ^ '^ B (t )  21 mîmero de fa g o s  -
que se producer en cada in te r v a lo  de tiempo sera  pues  ^ '^B (t )% xp '
donde e s  e l  tamano de l a  e x p lo s id n  que en  e l  modelo se ha sup u esto  -
co n sta n te  ( ig u a l  a l  tamano medio de e x p lo s io n ) .
Con l a s  ex p res io n es  r e fe r id a s  y m ediante un mdtodo i t e r a t i v e  e s  p os£  
b le  c a lc u le r  e l  mîmero de b a c te r ia s  p r é se n te s  en e l  medio en cada in s ta n te  
para un v a lo r  dado de l o s  param etros ex tern es  y por lo  ta n to  e s  p o s ib le  -  
comparer l o s  v a lo r e s  proporcionados por e l  modelo y l o s  o b ten id o s por med£ 
da durante e l  proceso de l a  l i s i s »  E sta  comparacidn p e im ite , u t i l iz a n d o  -  
une de l o s  estim ad ores e s t a d f s t i c o s  norm ales, conocer l o s  v a lo r e s  de l o s  -  
param etros que optim izan  l a  d e sc r ip c id n  de l a s  curvas de l i s i s  m edidas. No 
ob stan te  y a n te s  de e n tr e r  en l a  d e scr ip c id n  m atem atica d e l estlm ador u t i -  
l iz a d o  d escr ib irem os como se  ha ca lcu la d o  numdricamente l a  e f i c a c i a  de l a  
in fe c c id n  en fu n cid n  d e l tiem po, p u esto  que e s  una de l a s  v a r ia b le s  que e l  
modelo n e c e s i ta .  En l a  secc id n  ( l l l . 5 « l )  hemos deducido que l a  ex p res id n  -  
de l a  e f ic a c ia  de l a  in fe c c id n  en un memento t ,  cuando e x is t e n  en e l  medio 
un mîmero de b a c te r ia s  B y de fa g o s  P, e s
B . , .  - Î Ü l  ' 1 - ( l ------  )  ^ ' ( I I I . 4 . s )
E f T e n d r a  m odificada de acuerdo con l a  ex p resid n  ( l l l . 3 .6 )  s i  se  c o n s l— 
dera l a  p o s ib il id a d  de adhesidn  de l o s  fa g o s  a l a s  membranas» El mîmero de 
b a c te r ia s  B^^  ^ se conoce en cada in s ta n te  d e l proceso  de l i s i s  por medio -  
de l a  exp resid n  ( I I I . 4 . I ) ,  pero e l  mîmero de fa g o s  e s  n e c e sa r io  c a le u
la r lo  para cada une de l o s  in t e r v a los en que se n e c e s i ta  conocer l a  e f i c a ­
c ia .  P ( t )  ha s id o  considerado como e l  mîmero de fa g o s  l ib r e s  que se  apro— 
Ti TTift-n a b a c te r ia s  en e l  moment o de estim a r  l a  e f i c a c ia  y su c a lc u le  se -  
r e a l i z a  a p a r t ir  de l o s  mîmero s de fa g o s  producidos en in tearvalos anteri_o 
r e »  7  ^ que aiîn no se  han adherido a l a s  b a c te r ia s .  La ex p res id n  u t i l i z a d a  
ha s id o
1 /3  --------
P (t )  = ^  p ( t ) j  e-K ( t - t j )  ( I I I . 4 . 9 )
3=0 ^
en donde P ( t ) j  e s  e l  mîmero de fa g o s  producido en cada in te r v a lo  y l a  exp£  
n e n c ia l d escr ib e  l a  de sa p a r i c i  dn de d ich o s fa g o s  por ad sorcid n  con e l  tiem
po. La sum atoria e s “fca ex ten d id a  a tod os l o s  in te r v a lo s  a n te r io r e s  a l  in te r  
va lo  n que e s  en e l  %ue pretendemos c a lc u la r  l a  e f i c a c ia .
U tiliz a n d o  la :s  ex p res io n e s  a n te r io r e s  ( i l l . 4 .1  y I I I . 4 .9 )  e s  p o s ib le  
c a lc u la r  en cu a l qui (err in te r v a lo  At centrado en un tiempo t  e l  numéro de -  
b a c te r ia s  p r é se n te s  e n  e l  medio as£ como e l  numéro de fa g o s  que bien  por — 
e s ta r  l i b r e s ,  e s  de ( d r  no ad h erid os a b a c te r ia s  o membranas ( s i  se  co n s id £  
ra l a  p o s ib il id a d )  IbiLen por haberse adherido a membranas o b a c te r ia s  ya i £  
fe c ta d a s , c o n s t itu y e m  e l  rendim iento en fa g o s  ob ten id o  h a sta  e se  in s ta n te  
t ,  por l a  in fe c c id n  yr l i s i s  de l a s  b a c te r ia s .  Bs por l o  ta n to  p o s ib le  com­
p arer l o s  v a lo r e s  quies proporciona e l  modelo para d i s t in t o s  s is te m a s  de pa- 
rdm etros i n i c i a l e s ,  e n  cuanto a nilmero de b a c te r ia s  y de fa g o s  l i b r e s  se -  
r e f ie r e  , con l o s  me(di.dos experim ent aim ent e a tra v d s de de term ina c i  one a de 
d en sid ad es d p tic a s  co de c o n ta je s  de p la ç a s  de l i s i s .
En l o s  apartacdo)s s ig u ie n te s  d escr ib irem os a lgu n as h ip d te s is  a d ic io n £  
l e s  que han s id o  enasmyadas en l a  comparacidn d e l modelo con l o s  d a tos exp£  
rim ent a le s , ,  a s f  comm una ex p o s ic ld n  de l o s  m etodos numdri co s  u t i l i z a d o s  p£  
ra e la b o ra r  l a s  p reo d lcc io n es  d e l modelo y  e stim a r  l o s  v a lo r e s  dptim os de -  
l o s  pardm etros que eem d l in te r v ie n e n .
I I I . 5 Otras h ip d te a i .s  co n sid erad as en l a  d e sc r ip c id n  numdrica de l a  l i s i s
En l a s  e x p r e s io n e s  a n te r io r e s  que traducen numdri c ament e a lgunas -  
id e a s  b a s ic a s  sobre l a  c in em d tica  d e l p roceso  de l i s i s ,  e x is t e n  aproxim a- 
c io n es  que no han s iU o  d éta ilad am en te comprobadas y  que pueden a fe c ta r  a -  
l a  In ter p re ta c id n  d e lo s  d a to s  e x p é r im en ta le s . Todas a q u e lla s  que a nues­
tro  modo de v er  podiCam m o d ifica r  su s ta n c i  aim ent e l o s  c a lc u lo s  han s id o  e s -  
tu d iad as in d iv id u alm iem te, observando s i  l o s  d a tos ex p ér im en ta les  requerfan  
de l a s  m o d ifica c io n es; que su co n s id era c id n  im plicaba.- Algunas de e l l a s  han 
sid o  ten id a s  en cuemtia en n u estro s  a ju s t e s  f in a l e s  d e l m odelo. D e sc r ib ir e ­
mos a con tin u acid n  la : s  mas im p o rta n tes.
a) P o ten c ia lid a d  de f a g o s . -  En e l  proceso numdri co de in fe c c id n  d e s c r ito  -  
hemos considerado quie todos l o s  fa g o s  producidos en l a s  e x p lo s io n e s  de l a s
b a c te r ia s  eran s u c e p t ib le s ,  despues de a d h er ir se  a l a s  b a c te r ia s ,  de provo_ 
car su in fe c c id n  (fa g o s  p o te n te s ) .  S in  embargo, e s ta  h ip d te s is  no e s ta  su -  
f ic ie n te m e n te  comprobada en n u estra s  co n d ic io n es  ex p ér im en ta les  y , en con- 
se c u e n c ia , la  exp resid n  ( l I I . 4 . S )  ha de ser  s u s t itu fd a  por
Ef* = Ef X 01 ( I I I . 5 . I )
en donde Ef se déterm ina u t i l iz a n d o  para P (t )  e l  mîmero de fa g o s  p o ten te s  
l i b r e s  en e l  in te r v a lo  co n sid era d o . E l fa c to r  a in d ic a  l a  fr a c c id n  de fa ­
gos producidos que son esp a ces  de in f e c t a r .
La aproxim acidn r e f e r id a ,  que finsdm ente t ie n e  en cuenta l a  p o s ib i l£
dad de que no to d o s lo s  fa g o s  tengan in tr fn seca m en te  capacidad de o r ig in a r
l a  l i s i s  de l a s  b a c te r ia s  ha s id o  ensayada en v a r io s  de l o s  a ju s t e s  que 
ser& i d e s c r ito  s  en e l  c a p ftu lo  V. No se ha r e a liz a d o  exp erim en taci dn p a r-
c i a l  para comprobar l a  v a lid e z  de l o s  r e s u lta d o s  ob ten id o s para a con e l
modelo numerico d e s c r ito  en e l  apartado a n te r io r .  Su v a lid e z  se d is c u te  -
en e l  c a p ftu lo  V.
b) D esprendim iento de f a g o s . -  Durante e l  p roceso  de crec im ien to  in fe c c id n  
y l i s i s ,  l o s  c u l t iv o s  b a c ter ia n o s  han estad o  som etidos a una c ie r t a  a g i ta -  
cid n  (ca p . I l )  l o  que podrfa h acer  p o s ib le  que l o s  fa g o s  no resp o n sa b les  -  
de l a  l i s i s  de b a c te r ia s ,  e s  d e c ir  l o s  no e f i c a c e s ,  se desprendan de l a s  -  
paredes b a c te r ia n a s , con lo  que pasarfan  a engrosar e l  grupo de fa g o s  que 
hemos considerado l ib r e s  y en base a l  cu a l se  csü.cula l a  e f i c a c ia  de in f e £  
c id n . E sta  p o s ib il id a d  e s  n e c e sa r io  a d m it ir la , ya que como expondremos en 
e l  prdximo c a p ftu lo  en r e la c id n  con l a s  com probaciones ex p ér im en ta les  r e f £  
r en te s  a l  proceso  de aproxim acidn, a g ita c io n e s  mâa bruscas dan lu g a r  a l  -  
despegue de fa g o s  (v er  cap . I  pâg. 9 ) .  G onsecuentem ente, y a p esar  de que 
e l  movimiento aX que se somete eL c u lt iv e  e s  mas suave que e l  que ha dado 
o r igen a l  e fe c to  in d icad o  en e l  e s tu d io  de l a  aproxim acidn, hemos co n sid e­
rado l a  p o s ib il id a d  de que un desprendim iento s im ila r  tu v ie r a  lu g a r  duran­
te  e l  proceso de l a  l i s i s .  Para e l l o  hemos in tro d u c id o  ev en tu a lm en te , en -  
algunos a ju s t e s  r ea liz a d o  s con e l  m odelo, una ta s a  temporaû. de de sp ren d i­
m iento g ( t )  fraccion E tria , que ha s id o  determ inada a l  mismo tiempo que e l  
r e s to  de l o s  parëüaetros. La v a lid e z  de l a  h ip d te s is  in d ica d a  sd lo  ha s id o  
o b jeto  de comprobacidn u t il iz a n d o  l a  bondad de l a  d e scr ip c id n  e s t a d f s t i c a
de l a  ev o lu c id n  d e l mîmero de b a c te r ia s  en algunos a ju s te s  r e a liz a d o s  por 
e l  modelo y no se ha lle v a d o  a cabo experim entacidn p a r c ia l  a d ic lo n a l pa­
ra su comprobacidn.
' c ) P ija c id n  de fa g o s  en membranas procéd an tes de l a s  e x p lo s io n e s  b a c te r ia ­
n a s . -  En l o s  c u l t iv o s  b a c ter ia n o s  in fe c ta d o s  c o e x is te n  aü. mismo tiempo ba£  
t e r ia s  in fe c ta d a s  y s in  in f e c t a r ,  fa g o s  l i b r e s ,  fa g o s  adosados a b a c te r ia s  
ya in f  ecta d a s y membranas p rocéd an tes de l a s  e x p lo s io n e s  b a c te r ia n a s . Es -  
év id en te  que e l  nümero de membranas aumenta con e l  tiempo de. fomna seme j an 
te  a l a  exp on en cia l como p oster iorm en te  se. deduce d e l .r e su lta d o  de l o s  — 
a ju s te s»
S i lo s  fa g o s l i b r e s  p résen ta s  en un momento cu a lq u iera d e l crec im ien  
to  t ie n e n  l a  p o s ib il id a d  de a d h er irse  a l a s  membranas, l a  e f i c a c ia  de l a  -  
in fe c c id n  disminuye ta n to  mds cuanto mayor sea  e l  mîmero de membranas a x is , 
t e n te s .  Para co n sid era r  e s ta  p o s ib il id a d  hemos m od ificad o  l a  ex p resid n  -  
( I I I . 3 . 6 ) ,  que proporciona e l  v a lo r  de l a  e f i c a c ia  de in fe c c id n  con sid eran  
do l a s  membranas, in trod u cien d o  un nuevo pardmetro Y en l a  forma s ig u ie n ­
te
E f  = I  ( H I . 5 .2 )
Ademds todas la s  ex p r es io n e s  que co n sid era n  l a  aproxim acidn de fa g o s  l i ­
bres in c lu y en  l a  p o s ib il id a d  de que l o  hagan a membranas y no s o lo  a bac­
t e r ia s  .
El pardmetro T ha s id o  determ inado, peura alguno de l o s  a ju s te s  r e a liz a d o s  
con e l  modelo d e s c r ito  en ( I I I . 4 ) ,  por estim euïidn p aram étr ica , a l ig u a l  -  
que e l  r e s to  de l a s  v a r ia b le s  y M es  e l  mîmero de membranas p r ésen te s  en -  
e l  m edio. No hemos r e a liz a d o  comprobacidn exp erim en ta l a d ic io n a l de l o s  V£ 
lo r e s  ob ten id os para Y (sa lvo^ una determ nnacidn c u a l i t a t iv a ,  que p e f e r ir e m o s  
en e l  c a p ftu lo  v) y su v a lid e z , ha. s id o  ex trap o lad a  de l a s  com probaciones 
que con d x ito  se han r e a liz a d o  de l o s  v a lo r e s  o b ten id o s  para e l  r e s to  de -  
l o s  param etros in v o lu cra d o s en n u estra  d e sc r ip c id n  num erica de l a  l i s i s .
d) Correccidn por ab sorcid n  de lu z  de l a s  membranas.- Los v a lo r e s  d el mîme 
ro de b a c te r ia s  determ inados a d ife r e n te s  tiem pos durante e l  proceso de l £  
s i s  de un c u lt iv o  se  han obten ido de l a  misma forma que en l o s  c u l t iv o s  -  
s in  in fe c ta r , .  e s  d e c ir ,  u t i l iz a n d o  l a  exp residn  ( 1 7 .2 .1 )  que r e la c io n a  l a  
absorcid n  de lu z  de una m uestra d e l c u lt iv o  con e l  mîmero de b a c te r ia s .
St n embargo podrfa o c u r r ir  qiue de spuds de l a  in fe c c id n ,  una fr a c c id n  de l a  
densidad d p tic a  medida fuerra debida a l a  ab sorcid n  de lu z  de la s  membranas 
producidas tr a s  l a  e:n)losid5n de l a s  b a c te r ia s  in fe c ta d a s .  Sn p r in c ip le  y -  
dado que desconocemos e l  tainuano y forma de t a le s  r e s t e s  c e lu la r e s ,  d icha -  
fr a c c id n  e s  d esco n o cid a , pœrco su co n sid era c id n  en l o s  a ju s te s  puede v a r ia r  
sen s i  blem ente l o s  resu ltad oos que e l  modelo p rop orcion a . En con secu en cia  h£  
mos in tr o d u c id o , en l a  comppaxacidn de l a s  p r e d ic c io n e s  d e l modelo con l o s  
numéros de b a c te r ia s  obteniidtos ezperim entalm ente a p a r t ir  de l a s  densida­
des d p tic a s  m edidas, un pazraimetro 6 que s i g n i f i e s  l a  r e la c id n  de in t e n s i -  
dades lum inosas ab sorb id as pior membranas y b a c te r ia s .  Dicho paramètre  ^
ha s id o  determ inado, a l  ig u ia il que l o s  a n te r io r e s ,  por a ju s te  d e l modelo -  
te d r ic o  a l a  ev o lu c id n  de Uais d en sid ad es b a c ter ia n a s  en l o s  c u l t iv o s  e s tu -  
d ia d o s. En p r in c ip le ,  su vasd-idez puede estim a rse  como ex tra p o la c id n  de l a  
v a lid e z  de n u estra s  determiLmaciones de o tro s  param etros que in teg r a n  e l  mo 
d e lo .
e) D eca la jes  tem porales e n ttr e  l a s  d ife r e n te s  curvas de l i s i s  m ed id a s.-  El 
modelo propuesto pretende d ie îscr ib ir  l a  ev o lu c id n  de c u a lq u ie r  c u l t iv e  bac­
te r ia n o  en tdrm inos p aram d itricos independienxem ente d e l memento y m u lt ip ly  
cidad  de in fe c c id n  u t i l i z a d i o s .  S in  embargo, sucede que l a  ev o lu c id n  de l e s  
d i s t in t o s  c u lt iv o s  s e g u id o s  no necesariam ente t ie n e  e l  mismo o rigen  tempo­
r a l .  Es d e c ir ,  e x i s t e  un d œ cia la je  en tre  l o s  tiem pos para l o s  que se ha me­
dido la  densidad d p tic a  enttr'e l a s  d i s t in t a s  curvas de l i s i s  y de tod as -  
e l l a s  r e sp e c te  de l a  curva die crec im ien to  b a cter ia n o  de r e fe r e n c ia  que pe£  
m ite c a lc u la r  l o s  incrementbojs de b a c te r ia s  en cada in s t a n te .  Con o b je to  de 
hom ogeneizar lo s  d a to s expœrrLmentales medidos en tod as l a s  curvas de l i s i s  
que hemos co n sid erad o , se  him in tro d u cid o  un s is tem a  de pardm etros P ^, une 
por cada curva de l i s i s ,  com  e l  cu a l se  ha co rreg id o  cada une de l o s  tiem ­
pos en lo s  que se ha detenm inado e l  mîmero de b a c te r ia s ,  a s f  como e l  tiem ­
po de in fe c c id n , y se ha p œ rm itid o  su d eterm inacidn  por a ju s te  durante e l  
proceso  de estim a cid n  p a r a m é tr ic a . En p r in c ip io  y p u esto  que l a s  c o n d ic io ­
nes. ex p érim en ta les han s id o  s im ila r e s  en tod os l o s  c u l t iv o s  cuyo seguim ien  
to  se ha r e a liz a d o , l o s  a jiu s îte s  se han in ic ia d o  u t il iz a n d o  un u n ico  parame 
tro  p para tod os e l l o s  y  îp o )ster io im en te , en una segunda aproxim acidn, se 
ha p e im itid o  su v a r ia c id n  iim d iv id u a liza d a  c u lt iv o  por c u l t iv o .
Los pardm etros p  ^ no t ie n e n  s ig n if ic a d o  b io lo g ic o  alguno y so lo  -  
son un in s t  rumen to  m atem dtico que s ir v e  para hom ogeneizar l o s  d a tos exper^  
m en ta les . Han s id o  co n sid era d o s no sd lo  en l a  d e sc r ip c id n  de l a s  curvas de 
l i s i s  s in o  tambidn en l a  c a r a c te r iz a c id n  de l a  curva de crec im ien to  de bac, 
t e r i a s ,  in d isp e n sa b le s  para l a  a p lic a c id n  d e l modelo d e sa r r o lla d o .
f )  Determ inacidn d e l pardmetro de aproxim acidn .-  A p esar  de que e l  proceso  
de aproxim acidn ha s id o  d e s c r ito  y comprobado independientem ente d e l mode­
lo  in te r p r é ta t iv e  de l a  l i s i s ,  e l  param étré que d e f in e  d ich a  aproxim acidn, 
de acuerdo con l a  fozm ulacidn  u t i l i z a d a ,  ha s id o  detezm inado independiente^  
mente en lo s  a ju s te s  con e l  modelo que d escr ib e  l a  l i s i s  y en l a  experim en  
ta c id n  a d ic io n a l para e s tu d ia r  e l  p roceso  de aproxim acidn. Su comparacidn 
ha p erm itid o , como veremos en e l  c a p ftu lo  V, una ev a lu a c id n  de l a  v e r a c i-  
dad in te r p r e ta t iv a  de n u estra  d e sc r ip c id n  num erica.
I I I . 6 Métodos numdriCCS u t i l i z a d o s
EX modelo ex p lica d o  ha s id o  l le v a d o  a cabo m ediante l a  co n fecc id n  -  
de un programa que u t i l iz a n d o  e l  len g u a je  EOHTBAN 7 ha ap rove chad o l a s  fa, 
c i l id a d e s  d e l s is tem a  de l a  ÜNI7AC 1100/81 d e l Centro de C dlculo de l a  Jun 
ta  de Energf a N u clear (J .E .N .)  a s f  como l a  l ib r e  r fa  de pro gramas d e l Grupo 
de A lta s  Energfas de l a  J .E .N . En e s e n c ia ,  hemos u t i l i z a d o  un programa nu-
mdrico de m inim izacid n  para in s e r t a r ,  como fu ncid n  a m inim iz a r , un e s tim a -
2
dor X que p eim ite  l a  determ inacidn  de l o s  v a lo r e s  de l o s  param étras d e l 
modelo que proporcionan una mayor com patib il id  ad en tre  l a s  p r ed ic c io n es  -  
t e d r ic a s ,  r e fe r e n tes  a l a  ev o lu c id n  d e l mîmero de b a c te r ia s  o de fa g o s , -  
con l a s  medidas ex p ér im en ta les  r e a l iz a d a s .
Como hemos d e s c r i t o ,  n u estr a s  d eterm in acion es exp ér im en ta les  nos han 
perm itido conocer en una s e r ie  j de c u l t iv o s  b a c ter ia n o s  in fe c ta d o s  con d£  
fe r e n te s  mîmeros de fa g o s  y a d i s t in t o s  t ie p o s ,  e l  mîmero de b a c te r ia s  B ij 
p r ésen tes  en e l  medio a tiem pos t i j , a s f  como e l  numéro de fa g o s  ? j , rendis 
m ientos d el proceso de l i s i s  en cada uno de l o s  c u l t iv o s  e s tu d ia d o s .
Il a determ inacidn  de l o s  param etros se ha r e a liz a d o  u t i ­
liz a n d o  lînicamente l a  inform acidn sobre e l  mîmero de b a c te r ia s  %
= Z i Z (B ij -  t i j )   ) ( I I I . 6 .1 )
3=1 1=1
en donde B ij y a B ij so n , r e sp e c tiv a m en te , e l  mîmero te d r ic o  de b a c te r ia s  
pred icho para cada tiempo t i j , para cada uno de l o s  p rocesos de l i s i s  j y 
l o s  erro res  ex p ér im en ta les  en  l a s  d eterm in acion es de l o s  mîmeros de b a c t£  
r ia s  B i j . N y  n  ^ son resp ectiv a m en te  e l  mîmero de c u l t iv o s  seg u id o s y  e l  
mîmero de pu n tos ex p ér im en ta les  para l o s  que se  ha medido l a  densidad bac, 
te r ia n a  por c u lt iv o  j .
E l programa puede se r  m odificado para in c lu i r  in form acidn  sobre e l  -
mîmero de fa g o s  p r ésen te s  en e l  medio a un tiem po t  determ inado de l a  l i -
2
s i s  s in  mds que anad ir a l  X un term ine ;
2 Bj -  Pj
X = G -
En donde Pj y Pj son  l o s  ren d im ien tos en fa g o s  exp erim en ta l y te d r ic o  r e £  
p ectivam ente 7  c un peurdmetro que perm ite dar mas peso a l a  in form acidn  
sobre l o s  fa g o s  o sobre l a s  b a c te r ia s  segiîn d eseo  d e l u su a r io . Normalmen- 
t e ,  s in  embargo, y para l o s  r e s u lta d o s  p resen ta d o s en e s ta  memoria, no h£  
mos u t i l i z a d o  l a  f a c i l id a d  d e s c r i ta  a causa de que l a  im p rec isid n  o b te n i-  
da en l a  estim a c id n  d e l ren d im ien to#en fa g o s  e s  mucho mayor que en l a  d e-  
te im in a cid n  d e l  mîmero de b a c te r ia s  e in c lu y e , ademds, un lîn ico  punto por 
curva de l i s i s »  La in form acidn  a d ic io n a l  que se  proporciona a l  programa -  
de a ju s te  e s  consecuentem ente nxuy pequena.
Como ya hemos in tr o d u c id o , se  ha u t i l i z a d o  un programa de minimi za­
c id n  numdrica MINUIT que u t i l iz a n d o  una su b ru tin a  a u x i l ia r  e s c r i t a  por e l  
u su a rio  perm ite en con trar l o s  v a lo r e s  de lo s  param etros que hacen extremo 
e l  v a lo r  de una fu n c id n , en n u estro  caso e l  x . La sub ru tin a  PCN t ie n e  -
una s e r ie  de argum entes que p e im iten  pasar in ionnacxon  ae± programa mxfiuxT 
a l a  su b ru tin a  d e l u su a r io  y v ic e v e r s a . De en tre  e l l o s  lo s  que hemos u t i l i  
zado son NPAE, X, P, IPLAG. S i s ig n if ic a d o  de cada uno de e s o s  argumentos 
e s  e l  s ig u ie n t e :
NPAE -  Numéro de param etros u t i l i z a d o  en l a  mi nimi zacidn
X -  V ector dim ensionado a l  mîmero de param etros y que c o n t ie n e  en ca  
da una de sus components s e l  v a lo r  a c tu a l d e l co rresp o n d ien te  p£  
rame tr o  en e l  moments con creto  de l a  minimi za c id n .
p -  VeuLor de l a  fu n cid n  co rresp o n d ien te  a l o s  v a lo r e s  de param etros 
2(d)
IPLAG -  Es un in d ica d o r  que perm ite conocer a l  u su ario  e l  esta d o  d e l pr£  
c e so de m in im izacid n .
En c o n c r e to , cuando IPLAG v a le  1 s i g n i f i e  a que se ha entrado en l a  -  
su b ru tin a  PCN por prim era vez y que l a  minimi za c id n  aun no ha comenzado. -  
E sta  fa s e  perm ite a l  u su a r io  l a  le c tu r a  de to d o s l o s  d a to s i n i c i a l e s  im - 
p r e s c in d ib le s  ju nto  con l o s  v a lo r e s  de l o s  param etros, para c a lc u la r  e l  va, 
1 e r  de l a  fu ncid n  a minimi za r .
Cuando IPLAG v a le  2 d 4 ,  e l  u su a r io  conoce que se encuentra  en medio 
d e l proceso  de m inim iza c id n  y ,  por ta n to , no e s  n e c e sa r ia  n i l a  le c tu r a  de 
l o s  d a to s  i n i c i a l e s  n i  l a  e la b o ra c id n  de p r e d ic c io n e s  co rresp o n d ien te  s a l  
mfnimo.
S i IPLAG v a le  3 s i g n i f i e s  que e l  proceso  de m inim iza c id n  ha te im in a -  
do habiéndose encontrado e l  mfnimo que se buscaba y e s  e l  momento de elabo, 
ra r  p r e d ic c io n e s  a d ic io n a le s  u t i l iz a n d o  l o s  v a lo r e s  dptim os de l o s  pardme­
t r o s .
El programa MINUIT tra b a ja  de forma que en fu ncid n  de uno s v a lo r e s  -  
i n i c i a l e s  de l o s  param etros, proporcionados en forma de d atos t f p ic o s  d e l 
programa, a s i  como de l a s  in d eterm in a cio n es  que e l  u su a r io  estim a t ie n e n  -  
d ich o s v a lo r e s  i n i c i a l e s  r e sp e c te  d e l dptim o, va variando lo s  v a lo r e s  de -  
t a i e s  param etros en ca n tid a d es  que corresponden a d is ta n c ia s  ra zo n a b les  e £  
tim adas d e l mfnimo y  estu d ian d o  a l mismo tiempo e l  comportamiento de l a  -
lu n c io z i cuyo extrem o ae aea ea  csu.ouj.ax-» xu. px-uceu-ujxcxiuu uumcxxcc ^axa
v erg er  en e l  mfnimo se e x p lic a  deta llad am en te en P. Janes (19*7 6). Sn
cada uno de l o s  p asos de l a  n in in iz a c id n  e l  prograna hace una llam ada a l a
2sub ru tin a  PCN para que c a lc u le  e l  v a lo r  de l a  fu ncid n  x u t il iz a n d o  lo s  -  
v a lo r e s  de l o s  pardmetros p rop u estos por e l  programa. La m inim izacidn te r ­
mina cuando l a  d is ta n c ia  a l  mfnimo e s  in f e r io r  a una t o l e r a n c ia dato d el 
programa. La to le r a n c ia  t f p ic a  que ha s id o  l a  u t i l i z a d a  en nue s tr a s  m ining  
za c io n es  e s  de 0 .1 .
I I I . 6.1 D escrip cid n  de l a  m etod ologfa  de c d lc u lo  segu id a  en l a  sub ru tin a  
PCN de u su a r io  d e l programa MINUIT.
La su b ru tin a  PCN e s c r i t a ,  cuyo l i s t a d o  se adjunta en e l  apdndice 1 -  
junto con la s  o tr a s  su b ru tin as d e s a r r o lla d a s . Tiene t r è s  f a s e s  d ife r e n te s  
que se corresponden a l a s  d e s c r i ta s  a l  r e f e r im o s  a l o s  d i s t in t o s  v a lo r e s  
d el in d ica d o r  IPLAG. En l a  prim era de e l l a s  se le e n  de f ic h e r o s  de d atos  
l a s  c a r a c t e r f s t ic a s  de l a  curva de crec im ien to  de b a c te r ia s ,  l o s  d a tos ex­
p érim en ta les  que d e fin en  l o s  d i s t in t o s  c u l t iv o s  (d en sid ad es d p t ic a s ,  tiem ­
pos y ren d im ien tos en f a g o s ) , a s f  como l a s  c a r a c t e r f s t ic a s  d e l proceso de 
in fe c c id n  (moments y  m u lt ip l ic id a d ) , c u lt iv o  por c u l t iv o .
En l a  segunda de l a s  f a s e s  se determ inan para cada sistem a  de paran# 
tr o s  X proporcionados por e l  programa, l a s  p r e d ic c io n e s  te d r ic a s  sobre e l  
nilmero de b a c te r ia s  para cada tiem po t i j  d e l c u lt iv o  j a s f  como sobre e l  -  
rendim iento en fa g o s  de cada uno de l o s  c u l t iv o s ,  y se c a lc u la  e l  v a lo r  de 
l a  fu ncid n  % • E sta  determ inacidn  se r e a l iz a  u t il iz a n d o  un sistem a  de -  
su b ru tin as a u x i l ia r e s  d e sa r r o lla d a s  por n o so tr o s  mismos, a s f  como v a r ia s  -  
fu n c io n es  de l a  l ib r e r f a  de programas d e l Grupo de A lta s  E n ergfas, en par­
t i c u la r  a q u e lla s  que ree iliza n  una in te g r a c id n  numerica por e l  mdtodo de -  
Gauss de una fu n c id n  cuyos v a lo r e s  para cada punto que se n e c e s i t e  de l a  -  
v a r ia b le  de in te g r a c id n  pueden se r  c a l cu l ado s .  D ichas su b ru tin a s nos han -  
perm itido estim a r  l o s  v a lo r e s  de l a s  sum atorias que aparecen en l a s  expre­
s io n e s  ( I I I . 4 .7  y I I I . 4 . 9 ) y que nos proporcionan la s  c o r r e c c io n e s  a l o s  -  
niîmeros de b a c te r ia s  y de fa g o s ,  in te r v a lo  por in te r v a lo .
Un e s tu d io  a d lcx o n a i que na sxao n e c e sa r io  r e a i iz a r  aaao ex gran con 
sumo de tiempo de proceso  d e l programa ha c o n s is t id o  en determ inar e l  rnîme, 
ro mfnimo de puntos que l a  sub ru tin a  de in te g r a c id n  habfa de u t i l i  zar para  
proporcionaraos p r e c is io n e s  in f e r io r e s  en e l  niîmero de fa g o s  y b a c te r ia s  a 
l a s  e sç er a d a s , de forma que e l  tiempo de e je cu c id n  d e l programa fu e se  e l  -  
mfhlmo im p r e sc in d ib le . El e s tu d io  se  ha lle v a d o  a cabo an alizando l a s  f lu ç ,  
tu a c io n e s  en l a s  d eterm in acion es te d r ic a s  d e l mîmero de b a c te r ia s  y de fa ­
gos en  fu n cid n  d e l mîmero de puntos de in te g r a c id n . E l r e su lta d o  in d ic a  -  
que coxL 3 puntos por in te g r a c id n  se con sigu en  la s  p r e c is io n e s  re q u er id a s .
I I I » 7 Resumen de c a r a c t e r f s t ic a s ,  pardm etros y p r e d ic c io n e s  d el modelo de 
l i s i s
En lo s  apartados p récéd an tes d el p résen ta  c a p ftu lo  hemos d e s c r ito  -  
l a s  h ip d te s is  en l a s  que se ha fundamentado e l  modelo numdrico de l a  l i s i s ,  
a s f  como l a s  f  ormul a c i  one s  u t i l i z a d a s  para in te r p r e ta r  l o s  a sp ec to s  p a r c ia  
l e s  de l a  c in em dtica  d e l p ro ceso . En e s e n c ia ,  l a s  h ip d te s is  u t i l i z a d a s  han 
s id o  la s  s ig u ie n te s :
a) EL crecim ien to  d e l mîmero de b a c te r ia s  en fu ncid n  d e l tiem po, en un cu l 
t iv o  b acterian o  en a u sen c ia  de fa g o s  puede se r  in ter p r e ta d o  u t i l iz a n d o  
l a s  t r è s  ex p res io n es  s ig u ie n te s :
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Ng = ( I I I . 7 .1 )
Bfl °  g 3 0 ( t - t o )  ( I I I . 7 .2 )
In  Ng = In a o /o f l - e " ®  ('*=-'‘^) j  ( H I . 7 .3 )
donde e l  s ig n if ic a d o  de cada una de l a s  v a r ia b le s  ha s id o  d e s c r ito  en - 
la  se cc id n  ( l l l . l . l ) .  La primera exp resid n  in te r p r é ta  l a  zona de la te n -  
c i a ,  l a  segunda la  zona de crec im ien to  exp on en cia l y la  te r c e r a  in t e r ­
p ré ta  l a  zona e s ta c io n a r ia  y a q u e lla  o tra  p rev ia  a l a  e s ta c io n a r ia  y -
p o s te r io r  a l a  ex p o n en c ia l,
b) Cuando se in trod u cen  fa g o s en un c u lt iv o  b a c te r ia n o , l a s  b a c te r ia s  en -  
d l e x is t e n te s  se ven a fec ta d a s  por p ro ceso s  de l i s i s  que producen nue­
vo s fa g o s ,  l o s  c u a le s  a su vez in fe c ta n  nuevas b a c te r ia s  en e l  c u lt iv o
y a s f  su cesiv a m en te . En e s t e  proceso  dos fendmenos han n e c es ita d o  de pa, 
ram etrizacid n  con o b jeto  de poder d e s c r ib ir  numdricamente l a  c in em a tica  
segu ida por e l  c u l t i v o :
b 1 E l  p roceso  de aproxim acidn de fsigos a b a c te r ia s  cuya fozm ulacidn  -  
ha s id o  l a  s ig u ie n te :
K- ^ 1 /3  ,
H_ = N , e"“- “ b  ^ ( I I I . 7 .4 )
b 2 .-  La e f i c a c ia  de l a  aproxim acidn de fa g o s  a b a c te r ia s ,  entendiendo -  
como t a l  e l  p o rcen ta je  de fa g o s  que ha cumplido l a  ta rea  de in fe c ­
ta r  l a s  b a c te r ia s .  El proceso de aproxim acidn ha s id o  considerado  
e s t a d f s t ic o  y  l a  ex p resid n  u t i l i z a d a  para in te r p r e ta r  l a  e f i c a c ia  
ha s id o  l a  s ig u ie n t e :
SLÛ. ( i _ ( i _  — I— ) I ( I I I . 7 .5 )
F ( t )  \ B (t) )
Ef  1—
P (t)  \  B (t)  ffM (t) /
s i  se  co n sid éra  l a  p o s ib il id a d  de f i j a c id n  d e l fago  a membranas.
E l s ig n if ic a d o  de l a s  v a r ia b le s  u t i l i z a d a s  en ( i l l . 7 .4 )  y ( i l l . 7.5) 
ha s id o  d e s c r ito  en l o s  apartados ( i l l . 3) y ( I I I . 3 . I )  d e l p resen­
t e  ca p ftu lo .-
c) El mîmero de b a c t e r i a s  p r é s e n t é s  en e l  c u l t i v o  y que c o n t r ib u y e n  a l a  -  
i n t e n s i d a d  lum inosa  a b s o rb id a  que d e te rm in a n  l a s  d e n s id a d e s  d p t i c a s  me­
d id a s ,  ha  s id o  c a l c u l a d a ,  en cada i n t e r v a l o  A ^ en t o m o  a  un tiem po t  
u t i l i z s u id o  l a  e x p r e s id n  s i g u i e n t e :
3^(t) = Vt-At) * (HI.7 .6)
en donde e l  in cren en to  d e l mîmero de b a c te r ia s  e s  debido a l a  du? l i c a ­
cidn  de a q u e lla s  no in fe c ta d a s  7  e l  decremento A se ha estim ado
a p a r t ir  de lo s  mîmeros de b a c te r ia s  y e f i c a c ia s  de in fe c c id n  en in t e r ­
v a le s  p récéd an tes u t i l iz a n d o  l a  exp resid n  ( i l l . 4 . 7 ) .
En tod os lo s  c a lc u lo s  e l  tiem po de gen eracid n  d e l fago a s f  como e l  -  
tamano de l a  e x p lo s id n  de l a  b a c te r ia  han s id o  co n sid erad os c o n s ta n te s .
d) Hemos ensayado h ip d t e s is  a d ic io n a le s  que han s id o  probadas m ediante l a
^ 2
in tro d u cc id n  e v e n tu a l de param etros y  l a  com paracidn de l o s  X co rr e£
p on d ien tes a l a s  m ejores in te r p r e ta c io n e s  e s t a d f s t i c a s  de l o s  d a to s . Es, 
ta s  h ip d te s is  se han r e fe r id o  a una p o te n c ia lid a d  porcen*cual de l o s  fa ­
g o s , a un p o s ib le  desprendim iento de fa g o s ad sorb id os durante l a  l i s i s ,  
a co r r e c c io n e s  por ab sorcid n  de lu z  de l a s  membranas, a s f  como a l a  in ­
trod u ccidn  de d e c a la je s  tem porales que p eim itan  f i j a r  un mismo o r ig en  -  
para cada una de l a s  curvas de l i s i s  u t i l i z a d a s  en l a  comprobacidn d el 
m odelo.
En r e la c id n  con l o s  param etros que e l  modelo perm ite determ inar me­
d ia n te  l a  biîsqueda, por e l  mdtodo de m lnim izacidn  num erica r e f e r id o ,  de l a  
d e sc r ip c id n  dptima de l a s  curvas de l i s i s  e x p é r im en ta le s , son l o s  s ig u ie n  
t e s :
1 . -  Tiempo de gen eracid n  d el fa g o .
2 . -  Tamano de l a  ex p lo s id n  b a c ter ia n a .
3 . -  E l pardmatro de aproxim acidn de fa g o s  a b a c te r ia s .
4 . -  Eventualm ente l o s  parSm etros que n e c e s i t a  l a  co n sid era c id n  de a l  
guna de l a s  h ip d te s is  a d ic io n a le s  d e s c r ita  en ( i l l . 5 ) .
5 Los  d e c a la je s  para hom ogeneizar e l  o r ig en  de tiem pos de la s  cur­
vas ex p ér im en ta les  de l i s i s .
Los a ju s te s  r e a liz a d o s  con e l  programa MINUIT han perm itido d eterm i-
una de la s  p red icc io n es  d e l modelo son d ich os v a lo r e s ,  que han s id o  com- 
probados m ediante una experim entacidn  p a r c ia l  in d ep en d ien te . Los r e s u lta ­
dos se  p resen tan  en e l  c a p ftu lo  co rre sp o n d ie n te .
Otra de la s  p re d icc io n es  d e l modelo numerico c o n s is te  en , una vez d£  
term inados lo s  parsunetros dptim os, proporcionar e l  mîmero de fa g o s  ren d i­
m iento de l a  l i s i s  para cada tiempo 7  en p a r t ic u la r  a l  f in a l  d e l  p ro ceso ,  
es  d e c ir ,  cuando se e s t a b i l i z a  e l  aumento d e l  mîmero de fa g o s .
EL apdndice I  p résen ta  un l i s t a d o  de l a s  su b ru tin as que ha s id o  n ec£  
s a r io  d e sa r ro U a r  e in c lu ir  en  e l  programa MINUIT para r e e iliz a r  l o s  ca lcu  
l o s  r e f e r id o s .  E l l i s t a d o  in c lu y e ,  s e n te n c ia  por s e n te n c ia , e l  conten ido  
de l a s  su b r u tin a s , pero no in c lu y e  l a s  p rop ias d e l programa de m inim iza- 
cid n  MINUIT, n i la s  s e n te n c ia s  para com p ilacid n  y  e jec u c id n  d e l programa 
que dependen d e l ordenador que se  u t i l i  c e .  MINUIT e s  una f a c i l id a d  in s t a -  
la d a  en zxumerosos ordenador e s  y fa c ilm e n te  tra n sp o r ta b le  0 a d a p ta b le . Pue, 
de ob servarse  que l a s  su b ru tin a s de sa rr  o l la d a s  lo  e s  tan  en un len g u a je  — 
FORTE AN de a l t o  n iv e l ,  l o  que hace que tambidn sean  fâ c ilm e n te  ad ap tab les  
a c u a lq u ie r  in s ta la c id n  de ca lcu la d o ra  su fic ien te m e n te  p o te n te .
( l )  Ya que s i  en l a  ex p res id n  I I I . 3*5 su s t itu im o s  3 por B M tenemos l a  -  
s ig u ie n te  ex p resid n :
B + M
que habra de s e r  m od ificad a  para co n sid era r  que sd lo  l a  fr a c c id n  B d e l -  
conjunto a l  que se ad h ieren  l o s  fa g o s  puede se r  in fe c ta d o . Luego l a  -  
e f i c a c ia  (E f*) s e r fa :
Bf ' = — - —  X  E 
B + M
que e s  l a  ex p res id n  1 1 1 .3 * 6 .
(2 ) En una prim era aproxim acidn se co n sid éra  como mîmero de membranas p r£  
ducido ( A N^) en cada in te r v a lo  At ig u a l  a l  de b a c te r ia s  que ex p lo ta n  en 
dicho in te r v a lo :  A*Ng(t> . E l mîmero de membranas para cu a lq u ier  in t e r ­
v a lo  At se c a lc u la  como e l  mîmero de membranas p r é se n te s  en e l  in
te r v a lo  a n te r io r  ^^) mas l a s  producidas en e se  in te r v a lo .
IGÜSA I I I .1  Bsquema i lu s t r a t iv o  co rresp on d ien te  a la s  p aram etrizacion es  
de l a  curva de crec im ien to  b a cter ia n o  ( l l l . 2 . l ) .  Se m uestra  
una I fn e a  con tin u a  que rep résen ta  una h ip o td t ic a  ev o lu c id n  
d e l logaritm o  neperiamo d e l mîmero de b a c te r ia s  en fu n cid n  
d e l tiempo» Las I fn e a s  d isc o n tin u a s  marcan l a  sep aracid n  en  
tr e  l a  fa s e  de la te n c ia -e x p o n e n c ia l  y e x p o n e n c ia l-p r e e s ta -  
c io n a r ia .
FIGÏÏBÂ I I I .2  Bsquema i lu s t r a t iv o  d e l t e x te  ( lX I .4 ) ,  en e l  que se presen— 
ta n  l a s  e x p r es io n e s  u t i l i z a d a s  en l o s  c a lc u lo s  que r e a l iz a  
e l  modelo numdrico de l i s i s .  Dicho esquema es  muy sim ple y  
sd lo  se in c lu y e  en e l  l o  que se r f a  una fig u ra d a  ev o lu c id n  -  
d e l mîmero de b a c te r ia s  en fu n c id n  d e l tiempo ( ifn e a  c o n t i­
nua) en un c u lt iv o  in fe c ta d o  a un tiempo t . I . , correspon­
d ie n te  a un moment o de in fe c c id n  Mnl. Se m uestran dos in t e r  
v a l os At co rresp on d ien te  s a cu a lq u ier  tiem po t  paira e l  que 
se  r e a liz a n  lo s  c a lc u lo s  y a un tiempo de gen eracid n  d e l f £  
go ( tg )  a n te r io r .
a = = pendiente i*  zona2to
OgZ pendiente 2 ^  zona
c 3 pendiente 3-^ zona
t {min )
R a  III-Î
u
a
M nls  momento de la jnfeccion
tiempo de generacidn del fago
t - t
t ( min )
t.I
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GAPITULO IV . GOLIPSOBACIO» DE DÀ5 ü irU T E b lS  ifUXJDADuEM'i’AIiEÜ DEii l^UJJEliU
IV. 1 In tro  duc c i  on
Como vim os en e l  c a p ftu lo  a n te r io r ,  l a  in te r p r e ta c id n  d e l proceso  de 
l i s i s  a p a r t ir  d e l modelo numërico propuesto supone l a  co n sid era c id n  de -  
c i e r t a s  b ip d te s is  en l a s  que se su sten ta n  l o s  c d lc u lo s  de l a  ev o lu c id n  d el 
nilmero de b a c te r ia s  en l o s  c u l t i v e s ,  tan to  en a u se n c ia  como en p r e se n c ia  -  
de f a g o s .  En e s te  c a p ftu lo  présentâm es l o s  m etodes u t i l i z a d o s  para l a  oom- 
probacidn de l a s  h ip d te is  que llamabamos mayores , e s  d e c ir  a q u e lla s  cuya -  
c o n s id era c id n  e s  mas fundeimental en l a  In ter p r e ta c id n  d e l p ro ceso .
Como ya ha s id e  r e fe r id o ,  l a  h ip d te s is  de p a rtid a  d e l modelo num eri- 
co es  l a  p aram etrizacid n  u t i l i z a d a  para d e s c r ib ir  e l  crec im ien to  b a c te r ia -  
no en a u se n c ia  de fagos^y consecuentem ente . sera  l a  primera a l a  que hare, 
mes r e f e r e n d a ,  para en s e c c io n e s  p o s te r io r e s  co n tin u a r  con la s  h ip d te s is  
u t i l i z a d a s  para co n s id ér e r  l a  aproxim acidn de fa g o s  a b a c te r ia s  y l a  e f i c ^  
c ia  de l a  in fe c c id n .
IV.2 Comprobacidn de l a  p aram etrizacid n  propuesta  para l a  curva de o rec i -
mi en to  b acter ian o
A nteriorm ente presentam os una d e sc r ip c id n  de l a  ev o lu c id n  de l o s  cu^  
t iv o s  bactenanos en a u sen c ia  de fa g o s  ( l l l . 2 . l )  e in trod u jim os la s  parame- 
t r iz a c io n e s  a tra v d s de l a s  c u a le s  pretendem os d e s c r ib ir  la s  d i s t in t a s  zo­
nas de l a  curva de crec im ien to  bacteriano.»  En e s ta  secc id n  expondremos e l  
proced im iento  segu id o  para r e la o io n a r  l a s  medidas de den sid ad es d p t ic a s  en 
funcidn  d e l tiem p o, que han s id o  habitualm ente r e a liz a d a s  en e l  seg u im ien -  
to  de l a  ev o lu c id n  de l o s  c u l t iv o s ,  con l o s  niîmeros de b a c te r ia s  por m i l i— 
l i t r o .  Es d e c ir ,  pretendemos d é f in ir  l a  funcidn  que r e la c io n a  e l  numéro de 
b a c te r ia s  con l a  densidad d p t ic a , a s f  como l a  in d eterm in acid n  en d icho nu­
méro a p a r t ir  de l o s  erro res  que a fec ta n  aü. propio co n ta je  de b a c te r ia s  y 
a l a  densidad  d p t ic a .
IV.2.1 D eten n in acion  a e i  numéro ae o a cu er ia s  en un c u iu iv o .
Transform acidn densidad d p tic a  numéro de b a c te r ia s .
La h ip d t e s i s  de p a r tid a  en l a  d ete im in acid n  de l a  r e la c id n  numéro de 
b a c te r ia s-d e n s id a d  d p tic a  e s  l a  e x is t e n c ia  de una a p lic a c id n  b iu n fvoca  en­
tr e  ambas v a r ia b le s .  D icha h ip d t e s i s ,  generalm ente acep tad a , e s ta  su p u esta  
en e l  enunciado de l a  l e y  de Beer que e s ta b le c e ,  para v a l ore s  pequenos de 
l a  densidad d p t ic a ,  que d ich a  r e la c id n  e s  l i n e a l .  En n u estro  c a so , u t i l i z a  
remos una aproxim acidn que nos perm ita ob ten er e l  parametro l i n e a l  i n c l u i -  
do en l a  l e y  de Beer y  a l a  vez nos proporcione in form acidn  sobre l a  bon­
ded de e s a  d e sc r ip c id n . En c o n c r e ts , hemos sup u esto  una exp resid n  de l a  -  
forma
lig = f(DO) ( I V . 2 . 1 )
en donde f  r e p r ésen ta  l a  fu n cid n  l i n e a l .
Para poder determ inar l o s  pardmetros que d e fin en  l a  fu ncid n  f , que -  
son evidentem ente l a  ordenada en e l  or igen  y l a  p en d ien te de l a  r e c t a ,  he­
mos u t i l i z a d o  un mdtodo e s t a d f s t ic o  de e s tim a c id n , e l  mdtodo de mfnimos -  
cuadrados. Concretamente l a  fu ncid n  m inim izada ha s id o  l a  s ig u ie n te :
= a -t- bDOi ( I V . 2 . 2 )
donde a y b son lo s  param ètres a determ inar y Ni y DOj, son resp ectivam en te  
e l  ndmero de b a c te r ia s  y l a  densidad d p tic a  co rresp on d ien tes a l  punto i  de 
l o s  determ inados exp erim entalm ente. C onsecuentem ente, son dos la s  v a r ia ­
b le s  que e s  p r e c is o  c a lc u la r ,  ndmero de b a c te r i# a  y  densidad d p tic a , ju n to  
con su s in d eterm in a c io n es  e x p é r im en ta le s , para e s ta b le c e r  a n a lftica m en te  -  
su c o r r e la c id n . En p r in c ip le  l a  medida de ambas no p résen ta  d i f ic u l t a d  e s ­
p e c ia l ,  ya que e l  rnlmero de b a c te r ia s  se o b tien e  a tr a v e s  d e l co n ta je  r e a -  
l iz a d o  tr a s  plaqueo de l a  m uestra exp erim en ta l co rresp o n d ien te  y l a  d e n s i­
dad d p tica  se o b tien e  por observacidn  d ir e c ta  e n e l e sp ec tro fo td m etro . S in  
embargo, l a  d eterm in acid n  de la s  in certidu m b res e s t a d i s t i c a s  en ambas va­
r ia b le s  es  de mayor com p lejid ad . En c o n c r e to , para ob ten er A Ni ha s id o  ne, 
c e s a r io  r e a l iz a r  v a r io s  c o n ta je s  de b a c te r ia s  en m uestras co rresp o n d ie n tes
a l  mismo v a lo r  de densidad d p tic a  y determ inar l a  varian za  de l o s  v a lo res 
o b ten id o s . El nilmero de b a c te r ia s  r e p r e s e n ta t iv e  de d icho punto de d en si­
dad d p tic a  es e l  v a lo r  medio de lo s  ca lcu la d o s  en lo s  d ife r e n te s  c o n ta je s .
La determ inacidn d el erro r  en l o s  v a lo r e s  de l a  densidad d p tica  pré­
sen ta  alguna d i f i c u l t a d  a d ic io n a l .  En p r in c ip le  y sdlam ente para l o s  v a lo ­
r e s  u t i l i z a d o s  en l a  ta b la  de d a tes  r e f e r id a ,  hemos considerado e l  e r r e r  -  
e s t a d f s t ic o  en e l  vsü.or m edio, ob ten id o  en  forma s im ila r  a l  co rresp o n d ien -  
te  a l  ndmero de b a c te r ia s  a p a r t ir  de l a s  medidas de densidad d p tic a  en -  
cuatro  c u lt iv o s  d ife r e n te s  p roced en tes tod os de un c u lt iv o  de noche y en -  
l o s  que se ha procurado que e l  crec im ien to  tu v ie r a  lugeir en id d n tic a s  con- 
d ic io n e s  ex p ér im en ta le s . S in  embargo, y con o b je to  de no ten er  que r e a l i ­
zar  l a  mlsma operacidn  en tod os l o s  v a lo r e s  de densidad d p tic a  o b ten id o s -  
en l o s  d ife r e n te s  p roceso s  de crec im ien to  y l i s i s  de b a c te r ia s  que s e ran -  
p resen tad os mas a d e la n te , hemos determinado una fu ncid n  que nos r e la c io n a  
l a  incertidum bre en l a  densidad d p tica  como fu ncid n  de l a  densidad d p tica  
misma a p a r t ir  de l o s  v a lo r e s  que in teg r a n  l a  ta b la  in d ic a d a . En p r in c ip le  
l a  razdn para co n sid era r  l a  fu ncid n  DO = f  .(DO) ( 1 7 .0 .3  ) e s  sim plemente em 
p fr ic a  ya que e s ta  p resen ts  en l o s  d atos ex p ér im en ta les . E fectivam ente l a  
f ig u r a  ( l 7 . l )  m uestra l a  ev o lu c id n  de l a s  in certidu m b res en l a  densidad djo 
t i c a  como fu n cid n  de l a  densidad d p tic a  y l a  c o rr e la c id n  en tre  ambas puede 
observarse c laram en te. La l in e a  con tin u a  que s ig u e  l o s  d atos experim enta- 
l e s  corresponde a l a  p royeccidn  de un a ju s te  u t i l iz a n d o  un mdtodo X en -  
donde l a  p aram etrizacidn  u t i l i z a d a  ha sid o  igualm ente polindm ica y tambien 
l a  aproxim acidn lin esü . ha r e su lta d o  s u f i c i e n t e . La ta b la  ( lY . l )  m uestra -  
l o s  datos a s f  como lo s  r e su lta d o s  num ericos d e l a ju s te  que han s id o  emplea 
d o s, como p o ster io im en te  m ostrarem os, en l a  determ inacidn d el erro r  en e l  
ndmero de b a c te r ia s  en c u a lq u ie r  punto de un c u lt iv o  segu ido m ediante de­
term inacidn  de d en sid ad es d p t ic a s .
La ta b la  ( lV .2 )  m uestra e l  conju nto  de v a lo r e s  exp érim en ta les  u t i l i — 
zados ai ob ten er la  a p lic a c id n  NB = f(D O ). Los r e su lta d o s  d e l a ju s te  en la  
determ inacidn de l a  c o r r e la c id n  para densidades d p tic a s  in f e r io r e s  a 0 .65  
unidades d p tic a s  por m i l i l i t r o  proporcionan un v a lo r  para e l  parametro co­
rrespond! en te a l  a ju s te  l i n e a l  de 2 .4  ± 0 .2  x 10^ y l a  f ig u r a  ( lV .2 )  mues­
tr a  la  p royeccid n  d el mejor a ju s te  co rresp on d ien te  a d ich a  aproxim acidn 1^  
n e a l .  En l o s  experim entos r e a liz a d o s  nos r e s tr in g ire m o s  a l a  zona en l a  -
que e s ta  aproxim acidn l i n e a l  e s  v a lid a . Para e l l o  rea liza rem o s d ilu c io n e s  
d e l c u lt iv o  de t a l  forma que l a  densidad d p tic a  medida se encu en tre en l a  
reg id n  de v a lid e z  de l a  apro:d.nacidn, m u ltip lica n d e  p oster iorm en te  e l  ndme 
ro de b a c te r ia s  obten ido por e l  f a c to r  de d ilu c id n  co rr esp o n d ie n te .
IV .2 .2  E volucidn  d el c u lt iv o  b acter ian o
La ev o lu c id n  de un c u lt iv o  b acter ian o  y consecuentem ente l a  r e la c id n  
d el logaritm o n eperiano d e l numéro de b a c te r ia s  con e l  tiem po, p ré sen ta  c£  
mo sabemos t r è s  fa s e s  d ife r e n te s  que fueron  d e s c r i ta s  en ( U I . 2 . 1 )  y eu -  
ya p aram etrizacid n  tambien fue ex p u esta .
Como se record ard , l a  p aram etrizacidn  p ropuesta  para l a s  d i s t in t a s  -  
zonas de l a  cur'-ra de crec im ien to  b acterian o  era  l a  s ig u ie n te :
^* Zona -  fa s e  de la t e n c ia
.2
Hg = lî ( IV .2 .4 )
2 * Zona -  fa se  de crec im ien to  exp on en cia l
a „ ( t - t o )  ( IV .2 .5 )
3* Zona -  fa s e  p r e e s ta c io n a r ia -e s ta c io n a r ia
In  Ï 3  = In  -  a o /o  f i  -  ( lV .2 .6 )
E l s ig n if ic a d o  de e s ta s  e x p r e s iones e s  e l  d e s c i i t o  en ( I I I . 2 . 1 ) .  En 
l a  r e a liz a c id n  exp erim en ta l de l o s  cre c im ien to s  de b a c te r ia s  l o s  puntos -  
que ap arec en en l o s  diagrams s In (N g)—^ t han s id o  determ inados de l a  forma 
s ig u ie n t e :
-  Los v a lo r e s  que rep resen tan  e l  numéro de b a c te r ia s  para cada in s ta n te  
se han obten ido a p a r t ir  de l a s  den sid ad es d p tic a s  m edidas en e l  e s p e c tr o -  
fotdm etro y ap lican d o  l a  transform acidn  que corresponde a l a  ex p resid n  -
i( lV .2 .2 )  con l a  estim acid n  param dtrica an teriorm en te p resen ta d a .












( I V . 2 . 7 )
en doide




repre sen tan  l a s  d e r iv a d a s
p a r e i l le s  de l a  fu ncid n  f  r e s p e c te  a cada densidad d p tic a  y e l  parametro 
(pendiente de l a  exp resid n  l i n e a l )  resp ec tiv a m en te , A DOj, es  e l  erro r  en 
l a  d e isid ad  d p tic a  y Aa e l  erro r  en e l  parametro a . ADO ha s id o  d é ter ­
m inai] a p a r t ir  d el v a lo r  de l a  densidad d p tica  en l a  forma ya e x p lica d a  y 
Aa 5s e l  e rro r  en e l  parametro ob ten id o  m ediante e l  a ju s te  que nos p ro-  
porciana l a  fu ncid n  Ng = f(DO) y que tambien ha s id o  d e s c r i to .
La tr a n s f  ormacidn de A en A (in (N g^ )) l a  hemos re a liz a d o  median­
t s  l a  ex p resid n  s ig u ie n te :
A ( i n ( N g i ) )  =
II
( 1 7 .2 .a )
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Es ahora con ven ien te  r e f e r im o s  a l a  e s ta b i l id a d  de l a s  co n d ic io n es  
exp érim en ta les empleadas en e l  crec im ien to  de l o s  c u l t iv o s  b a c te r ia n o s . -  
Frecisam ente con o b je to  de e s tu d ia r  d ich a  e s ta b i l id a d  hemos seguido l a  evo 
lucida. de l a  densidad d p tic a  en fu ncid n  d el tiempo en cuatro  c u l t iv o s  in o -  
culados a l a  v e z ,  en la s  co n d ic io n es  exp érim en ta les  d e s c r ita s  en ( i l . 3 ) .
Los r e su lta d o s  ob ten id o s se mue s t  ran en l a  f ig u r a  ( 1 7 .3 ) ,  donde se -  
observa claram ente l a  ev o lu c id n  p a r a le la  de lo s  v a lo r e s  de densidad d p tic a  
en funcidn d el tiempo para l o s  cuatro c u lt iv o s  y en e s p e c ia l  para l a  pen- 
(ü en ts co rresp o n d ien te  a l a  fa s e  de crec im ien to  ex p o n en c ia l. Lo cu al nos -  
perm its a p lic a r  l a  transform acidn  ob ten id a  d e l a ju s te  de den sid ad es d p t i -
ca s en fu ncid n  d e l numéro de b a c te r ia s  a l o  la rg o  de tod a  l a  curva de cre­
c im ien to  , para tod os l o s  c u l t iv o s  e s tu d ia d o s .
Para cada une de l o s  crec im ien to  s  r e a liz a d o  s hemos a ju s t  ado l a  expre,
2
sid n  d e s c r ita  y  estim ad o , m ediante e l  estim ad or % > l o s  m ajores v a lo r e s  -  
de l o s  param ètres que d efin en  l a  ev o lu c id n  d e l c r e c im ie n to . Los a ju s te s  han 
s id o  r ea liz a d o  8 s im u lt âne amante a l o s  d a to s  c o r resp o n d ie n tes  a l o s  c u l t i ­
vos r e fe r id o s  con an teriorid ad  y e l  n iv a l de con fian za  obtenido en l a  des­
cr ip c id n  ha sl( 
obtenidos son:
2
ido  razonable x /SD = 29/79» Los v a lo re s  de lo s  parâmetros
a = 0.00021 ± 0 .00004  
Sq = 0 .0196 ± 0 .0005
c = 0.0098 ± 0 .0004
t i  = 130 ± 24
y de e l l o s  pueden d er iv a rse  l o s  v a lo r e s  d e l tiempo ( t o )  que d é lim ita  l a  se, 
paracidn  en tre  l a s  dos prim eras zonas de l a  curva de c r e c im ie n to , e l  tiem ­
po de d u p lica c id n  b acter ian o  ( td )  y l a s  in d eterm in a c io n es  co rresp o n d ien tes  
o r ig in a d a s  por l o s  erro res  e s t a d f s t ic o s  in h e r e n te s  a l o s  d a to s  expérim enta  
l e s .  Los r e su lta d o s  son
to  = — —  = 4 6  ± 1 0  min. td  = = 35 ± 2 min.
2a ^0
Como puede o b serv a rse , l a  zona de crec im ien to  e s tr ic ta m e n te  l i n e a l  es  84 -  
min.
Como se observa en l a  f ig u r a  ( I Y .4 ) l a  d e sc r ip c id n  ob ten id a  como re­
su lta d o  de l o s  a ju s te s  e s  adecuada y depends de un nilmero mfnimo de parâme, 
t r o s  ( 4 ) a p esar  de se r  una ev o lu cid n  com pleja.
so rc io n  1
Como hemos d esc r io o  en e l  c a p ftu lo  a n te r io r  ( i l l . 3 ) se ha supuesto  
que e l  fendmeno de l a  aproxim acidn d e l fago a l a  b a c te r ia  t ie n e  lu g a r  como 
un proceso  de fn d o le  e s t a d f s t i c o ,  e s  d e c ir  como con secu en cia  de l o s  cho -  
ques a l  azar en tre  l o s  fa g o s  y la s  b a c te r ia s  p r é se n te s  en e l  c u lt iv o .L a  
h ip d te s is  parece razonab le en una prim era aproxim acidn, aunque l a  ad sor-  
c id n  d e l fago a l a  b a c te r ia  responda, despues d e l choque, a fa c to r e s  mas 
e s p e c f f ic o s  como l a  p r esen c ia  de un r e c ep to r  p r o te ic o  en l a  membrana de 
l a  b a c te r ia  (v er  I . 3 ) .
La ex p resid n  para in te r p r e ta r  l a  ad sorcid n  en un proceso  de t ip o  es­
t a d f s t i c o  e s  l a  s ig u ie n te :
1 7 .3 .1
de acuerdo con l a  cu a l e l  mîmero de fa g o s l ib r e s  en e l  medio (N^) es
fu n c id n , en cada memento, d e l mîmero de fa g o s i n i c i a l  (N_. ) ,  d e l mîmero
 ^Ô
de b a c te r ia s  (H’ÿ »  d e l in s ta n te  ( t )  que se co n sid éré  y de una co n sta n te  K 
d ependiente d e l fago y b a c te r ia  u t i l i z a d o s  a s i  como de la s  co n d ic io n es  
e x p ér im en ta le s .
En e s ta  se c c id n  mostramos l a  experim entacidn  r e a liz a d a  con o b jeto  
de comprobar l a  v a lid e z  de l a  ex p resid n  IV .3*1 a s f  como determ inar e l  va­
l o r  de l a  co n sta n te  K para co n d ic io n es  ex p érim en ta les  de l o s  c u l t iv o s  
u t i l i z a d o s .
La m etodologfa  empleada para obtener la s  c o n c lu s io n ss  en l a s  que 
esxamos in te r e sa d o s  ha s id o  l a  s ig u ie n te :
1 - Se han r e a liz a d o  in fe c c io n e s  de c u lt iv o s  b a cter ia n o s  c r e c id o s  en la s  
co n d ic io n es  ex p érim en ta les  h a b itu a is s ,  para d i s t in t a s  s itu a c io n e s  in ic ia - -  
l e s  de con cen tracid n  bacteriam a y de m u lt ip lic id a d .ü n a  r e la c id n  de la s  
mismas aparece en l a  ta b la  IV .3»
2 - La experim entacidn  ha c o n s is t id o  en todos lo s  casosj en l a  determ ina­
cid n  d e l mîmero de p la ça s  de l i s i s  para m uestras tomadas en d i s t in t o s  
tiem p os. La m etod o log ia  empleada se d e sc r ib io  en d é t a i l s  en 1 1 .3 .
3- Para lo s  c u l t iv o s  r e fe r id o s  se ha determinado e l  tiempo l im it e  a par­
t i r  d e l cu a l era  p o s ib le  a p re c ia r  un aumento n o ta b le  en e l  mîmero de p la ­
ças de l i s i s ,  corresp on d ien te  a lo s  fagos p roced en tes de la s  e x p lo s io n e s
s e ,  como e s  f a c i l  suponer, con e l  tiem po de gen eracid n  d e l fa g o . El re­
su lta d o  m uestra una brusca subida en e l  mîmero de fa g o s  p o s te r io r  o lo s  
45 m inutes despuds de l a  in fe c c id n .
4 -  Con lo s  c u lt iv o s  d e s c r ito s  7  e l  in t e r v a ls  de tiem po comprendido en tre  
e l  moments de l a  in fe c c id n  y e l  tiempo l im it e  determ inado, se han tomado 
m uestras a in te r v a lo s  de aproximadamente 5 m inutes que, convenientem ente  
d i lu id a s ,  han ser v id o  para determ inar e l  mîmero de p la ç a s  de l i s i s .  Para 
cada tiem po se  han sembrado la s  m uestras de l a  d i lu c id n  adecuada sobre 3 
p la ç a s .  Las d eterm in acion es r e fe r id a s  se han r e a liz a d o  para:
a) M uestras f i l t r a d a s
b) M uestras d ir e c ta s  no f i l t r a d a s
Las p la ça s  de l i s i s  determ inadas en la s  m uestras (a ) hemos supuesto  
que c erre sp ondian a l o s  fa g o s  l ib r e s  p r é se n te s  en e l  m edio, ya que a q u e llo s  
adheridos a b a c te r ia s  no a tr a v e sa r ia n  e l  f i l t r e .  Los v a lo r e s  ob ten id os se 
m uestran en la s  f ig u r a s  IV .5 a IV .14 rep resen ta d o s por puntos n egros.
Las p la ça s  de l i s i s  ob ten id as a p a r t ir  de l a s  m uestras (b) d eb erian  
c o rrespender a fa g o s  l ib r e s  mas b a c te r ia s  in fe c ta d a s .  Su ev o lu c id n  tempo­
r a l  se m uestra en l a s  f ig u r a s  IV .5 a IV .14 s im b o lizad as por puntos b la n co s . 
Puede observarse como lo s  v a lo r e s  se m antlenen c o n s ta n te s(te n ie n d o  en cuen- 
ta  e l  e r r e r  e x p er im e n ta l) . Es in te r e sa n té  in d ic a r  que e s t e  c omp ortam i en te  
e s  anorm al, ya que so lo  p od ria  in te r p r e ta r s e  s i  a cada b a c te r ia  se a p r o s i-  
mara. un d n ico  fa g o .
La d ife r e n c ia  en tre  l o s  mîmeros c a lcu la d o s  con ambas m uestras e s t i ­
mâmes que nos propo rc io n a r fa  e l  mîmero de b a c te r ia s  in fe c ta d a s .
Séchas l a s  d eterm in acion es exp ér im en ta les  d e s c r ita s  hemos r e a liz a d o  
a j u s t e s , para cada s itu a c id n  i n i c i a l  ( a ju s te s  t ip o  l ) , de lo s  d atos c o r r e s ­
p on d ien tes a l a  ev o lu c id n  de lo s  fa g o s  l ib r e s  con e l  tiempo, u t i l iz a n d o  l a  
ex p res id n  IV .3*1 » E l mdtodo e s t a d f s t ic o  de estim a cid n  ha s id o  e l  mismo que 
para a ju s te s  p récéd a n tes , e s  d e c ir ,  e l  de mfnimos cuadrados. Los r e su lta d o s  
aparecen  en la s  3 prim eras columnas de l a  ta b la  IV .4 en la s  que se m uestra: 
e l  mîmero de r e f e r e n d a  de l a s  co n d ic io n es  d e l c u lt iv o  ( ta b la  IV. 3 ), e l  para- 
mexro K r e su lta d o  d e l a j u s t e ,  y l a  r e la c id n  X^/ND, s ien d o  I^D, como es  u s u a l , 
e l  mîmero de grados de l ib e r ta d .  La in te r p r e ta c id n  de l o s  d atos expérim en­
t a le s  obten ida con l a  e stim a cid n  aparece en l a s  f ig u r a s  IV .5 a IV .14 ( l i -  
neas d is c o n t in u a s ) .  Pueden observarse lo s  s ig u ie n te s  e f e c to s :
2
a j u s t e s ,  s a t i s f a c t o r ia .  Sn genereü. e l  v a lo r  de X /ND e s  menor o aproxinada- 
mente ig u a l  a l a  unidad sa lv o  para lo s  c u lt iv o s  numéros 4 , 10 y 13 en que 
e l  r e su lta d o  puede ser  con secu en cia  de una f lu c tu a c id n  e s r a d f s t ic a .
2 -  Los v a lo r e s  d el paramétré K p resen tan  s ig n i f i c a t i v e s  d ife r e n c ia s  en tre  
une y  o tro  a ju s te .  Gomo la s  curvas e s ta n  numeradas de menor a mayor numéro 
de b a c te r ia s  y dentro de e l l a s  de mayor a menor m u lt ip lic id a d  de in fe c c id n ,  
e s  p o s ib le  recon ocer que e l  v a lo r  d e l parametro K d ecrece s ig n if ic a t iv a m e n -  
t e  a medida que aumenta e l  mîmero de b a c te r ia s  p r é se n te s  en e l  c u l t iv o ,  lo  
que e s  in com p atib le  con l a  h ip d te s is  de que K e s  una co n sta n te  so lo  depen­
d ie n te  d e l fago y b a c te r ia  u t i l i z a d o s  y de l a s  co n d ic io n es  ex p ér im en ta le s .
3 -  Para a q u e llo s  c u lt iv o s  con e l  mismo mîmero i n i c i a l  de b a c te r ia s  hay d i­
f e r e n c ia s  a p r e c ia b le s , en alguno de l o s  c a so s , en tre  l o s  vsQ.ores de K obte­
n id o s . ( c u lt iv o s  6 , 7 y s ) .
Gomo con secu en cia  de l o s  e f e c to s  exp u estos se r e a l iz a n  nuevos a ju s­
t e s ,  por grupos de ig u a l mîmero de b a c te r ia s (a ju s te s  t ip o  I I )  cuyos r e s u l­
tados ap^ecen en las dos s ig u ie n te s  columnas de l a  ta b la  IV .4 . Como era  de e s -  
p erar algunos de lo s  v a lo r e s  de x para grupos con ig u a l  mîmero de bac­
t e r i a s ,  u t i l i z a d o s  sim ultanéam ente en l a  e stim a c id n , son anormalmente a l ­
t o s .  De nuevo l a  ev o lu c id n  d e l v a lo r  de K con e l  mîmero de b a c te r ia s  mues­
t r a  un comportam iento s ig n if ic a t iv a m e n te  d ife r e n te  cuando e s t e  aumenta.
Quando se hace un a ju s te  sim ultanéo  (a ju s te  t ip o  I I I )  a tod os lo s  
d a to s  exp érim en ta les  se o b tien e  un v a lo r  . desmesuradamente a l to  de l a  re ­
la c id n  X' /^ND (ver  ta b la  IV .4 ) ,  y e l  v a lo r  de K obten ido e s  de (1.6 ^ O .1 )
Z Es n ecesa r io  hacer n otar que l a  v a lid e z  en l a  determ inacidn  d e l
2
e rro r  en K e s ta  lim ita d a  por e l  v a lo r  anormalmente a l t o  d e l x • Da in t e r ­
p r e ta c id n  de lo s  datos ob ten id a  con laestim acidn  se m uestra en la s  f ig u r a s
I V .15 a IV .24
Puesto que l a  ev o lu c id n  d e l logaritm o de K con e l  logaritm o  d e l 
mîmero de b a c te r ia s  se m uestra aproximadamente l i n e a l ( f i g .  IV .2 5 ) ,  l a  de-  
pendencia  de K con ha s id o  estim ada m ediante a ju s te  a l a  ex p resid n
5  = Kg IV .3 .2
-  0 .9 5  -  0 .0 3  y una r e la c id n  X /ND i n s a t i s f a c t c r ia  (6 0 /1 7 ) .  La p royec-  
c id n  de l a  mejor estim a c id n  ob ten id a  aparece ju nto  con l o s  v a lo r e s  de K, 
para cada numéro de b a c te r ia s ,  en l a  f ig u r a  1 7 .2 5 . S u stitu yen d o  l a  expre­
s id n  IV .3 .2  en IV .3.1 se l l e g a  a l  sorprendente re su lta d o  de que e l  mîmero 
de fa g o s  l ib r e s  p résen tes  en e l  medio y en con creto  su ev o lu c id n  con e l  
tiempo e s  in d ep en d ien te  d e l numéro de b a c te r ia s ,  en co n tra d ic id n  con lo  
que puede esp era rse  para un choque e s t a d f s t i c o ,  ya que im p lica  que l a  den­
sid ad  b a c ter ia n a  no a fe c ta  a l a  ra p id es  de l a  aproxim acidn fago b a c ter ia n a .
Una p o s ib le  e x p lic a c id n  a l  e f e c to  observado, cuya v a lid e z  e s  nece­
s a r io  comprobar, e s ta  en e l  hecho de que e l  mîmero de b a c te r ia s  (N ^  u t i ­
l iz a d o  para lo s  a ju s te s  con l a  ex p resid n  IV .3 .1  ha s id o  co n sta n te  e iguad  
a l  mîmero de b a c te r ia s  i n i c i a l e s ,  s in  co n sid era r  e l  crec im ien to  b a cter ia n o  
de a q u e lla s  no in fe c ta d a s . En con secu en cia  hemos proced ido a r e a l iz a r  lo s  
mismo s t ip o s  de a ju s te s  I ,  I I  y I I I  ten ien d o  en  cu en ta , numericamente y 
de acuerdo con l a  curva de c re c im ie n to , d ich a  v a r ia c id n  en e l  mîmero de 
b a c te r ia s .  Los r e su lta d o s  se m uestran en l a  ta b la  IV .5; puede ob servarse  
que son muy s lm ila r e s  a Ion a n t e r iores ( ta b la  IV .4 ) ,  y por lo  ta n to  no e s  
eerta ]£L e x p lic a c id n  d e l e f e c to  d e te c ta d o . E l a ju s te  a l a  ex p resid n  IV .3 .2  
de e s to s  nuevos v a lo r e s  de S , proporciona un v a lo r  para e l  paramétra ^  
( -0 .9 6  -  0 . 0 3 ) que puede co n s id era r se  ig u a l  a l  obten ido anteriorm ente  
( -  0 .9 5  *  0 . 0 3 ) .
Una vez comprobado qu’e e l  r e su lta d o  no era  debido a l a  aproxima­
c id n  u t i l i z a d a  en IV .3*1 nos p a rec id  razonable r e v is a r  e l  proceso segu id o  
en l a  exp erim en tacid n , esperando en con trar l a  e x is t e n c ia  de algun fa c to r  
im p rev isto  que pudiera i n f l u i r  en e l l a ,  deformando lo s  r e s u lta d o s . Pen- 
sando en l a s  d i s t in t a s  fa s e s  de l a  experim entacidn  considérâm es que q u iza 
l a  a g ita c id n  a l a  que se som etian  l a s  m uestras i n i c i a l e s  a l  hacer l a s  d i -  
lu c c io n e s  era  p o s ib le  ca u sa , por su v io le n c ia ,  d e l desprendim iento de fa ­
gos ad sorb id os en l a  prim era etap a  de l a  a d so rc id n , e s  d e c ir ,  cuando es  
r e v e r s ib le  (v e r  I . 4 ) .
E sta  h ip d te s is  p o s ib le  p od ria  in te r p r e te r  l a  ev o lu c id n  con e l  
tiem po d e l mîmero de b a c te r ia s  in fe c ta d a s  y fa g o s l ib r e s  que aparece en 
l a s  f ig u r a s  IV .5 a IV. 14 y que p r é se n ta  un comportam iento c o n sta n te ,  
independientem ente de cu a l sea  e l  mîmero de b a c te r ia s  y de fa g o s  i n i c i a l .  
La razdn s e r fa  que posib lem ente se e s ta n  contando tambien lo s  fa g o s no 
e f i c a c e s ,  por haberse desprendido de la s  b a c te r ia s ,  pero s in  perder por 
e l l o  su capacidad para in f e c t a r  nuevamente.
co rresp o n d ie n tes  a d i s t in t a s  r e la c io n e s  i n i c i a l e s  fago b a c te r ia  p u esto  que, 
para a q u e llo s  ca so s  en que e l  numéro i n i c i a l  de fa g o s  es  pequeno comparado 
con e l  de b a c te r ia s ,  l a  e f i c a c ia  de in fe c c id n  deducida proporciona v a lo r e s  
muy cercan os a l .  Consecuentemente no puede haber desprendim iento por no 
e x i s t i r  fa g o s  adheridos que no provocan l a  in fe c c id n . S in  embargo para  
a q u e llo s  grupos de d atos en que l a  r e la c id n  fago b a c te r ia  e s  grande e x i s -  
t ir a n  v a r io s  fa g o s  adheridos por b a c te r ia  cuyo p o s ib le  desprendim iento d i s -  
to r s io n a r fa  e l  s ig n if ic a d o  que p réten d ra  darse a l a s  m edidas. La r e la c id n  
de grupos de d atos e s ta b le c id a ,  a s f  como e l  r e su lta d o  d e l paramètre ob­
ten id o  t r a s  lo s  a ju s te s  de l o s  mismos a l a  ex p resid n  IV .3 .2 ,  aparece en la  
ta b la  IV. 6 y en l a  f ig u r a  IV .2 6 . Puede ob servarse que e l  paramétré a v a r ia  
progre.sivam ente e n tre  - 0 .6 6  y 1 lo  que sop o rta  la  in te r p r e ta c id n  r e f e r id a ,  
ya que e s  para a l t o s  v a lo r e s  de l a  r e la c id n  fago b a c te r ia  que no e x i s t e  d e-
pendencia de l a  ev o lu c id n  tem poral d e l mîmero de fagos l ib r e s  con l a  den-
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sid ad  b a c ter ia n a . Puede ob servarse ademas, que e l  v a lo r  deX /NL en l o s  d is ­
t in t o s  a ju s te s  a lo s  grupos de d atos de l a  ta b la  IV .6 tambien empeora p ro-  
gresivam ente cuando aumenta l a  m u lt ip l ic id a d , l o  que im p lica  una mayor in -  
co h eren cia  en tre  e l l o s .
La d e sc r ip c id n  em pfrica de La aproxim acidn fa g o -b a c te r ia  que n e-  
cesi±a%*mos in tr o d u c ir  en n u estro  modelo in te r p r e ta t iv e  d e l proceso  de l i — 
s i s  no e s ,  s in  embargo, l a  de l a  ex p res id n  I V .3 .1 , s i  dames como v a l id e s  
l o s  r e su lta d o s  que se o b tien en  para lo s  d a tos co rresp o n d ien tes  a v a lo r e s  
b ajos de l a  r e la c id n  fago—b a c te r ia  .LLà ex p res id n  apropiada s e r fa  l a  s i  g u i en 
t e  :
N = 3 e IV. 3 .3
- ÜQ
ya que e s  l a  que aproximadamente se o b tien e  a l  s u s t i t u i r  IV .3 .2  en IV .3 .1  
in tro d u cien d o  e l  v a lo r  d e l parametro a-calculado con lo s  grupos de d a to s  de 
baja m u ltip lic id a d (m en o r  que I / 3 0 0 ) .
Con o b jeto  de determ inar e l  v a lo r  d e l paramétré K que d escr ib e  l a  
aproxim acidn en e l  cuadro de l a  ex p res id n  IV .3 . 3 . hemos r e a liz a d o  a ju s te s  
d e l t ip o  I y I I I .  Es d e c ir  in d i^ /id u a les  y sim u ltan ées a lo s  datos sobre  
dependencia tem poral d e l numéro de fa g o s l ib r e s  que aparecen en l a  ta b la
IV ,3 numerados como 5 , 8 , 10, 12, 14, 16 y 17 y co rresp o n d ien tes  a m u lt i-  
p lic id a d e s  de in fe c c c id n  in f e r io r e s  a I / 3OO. El r e su lta d o  es  e l  que apa-
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1 . -  Los v a lo r e s  de l a  r e la c id n  X /ND para cada une de lo s  a ju s te s  in d iv i ­
dual e s  son prdxinos a 1 lo  que in d ic a  que l a  in te r p r e ta c id n  de lo s  d atos  
es  ra zo n a b le .
2 . -  Las estim a c io n es  ob ten id as para e l  parametro K son com p atib les en tre  
s i ,  como desm uestra l a  f ig u r a  IV .27 en donde, ademas, puede ob servarse  que 
no e x is t e  dependencia alguna en tre  l o s  v a lo r e s  de K y l a  densidad b acte­
r ia n a  de lo s  d a tos a que corresponden .
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5 . -  La r e la c id n  X /19D para e l  a ju s te  sim u ltan ée  e s  com patib le con l a  u n i-
dad l o  que im p lic a  una buena d e sc r ip c id n  de tod os lo s  d atos en con ju n to .
4 . -  El v a lo r  d e l  parâmetro K obten ido en e l  d ltim o  a ju s te  ( t ip o  I I I )  es  
deÇ6.4 — 0 .4 .  % io""^
Sobre l a s  f ig u r a s  IV .5 a IV .14 se m uestran, para la s  que correspon­
den a m u lt ip lic id a d e s  de in fe c c id n  in fe r io r e s  a 1/ 3 0 0 , l a s  p ro y ecc io n es  
co rresp o n d ien tes  a la s  m ajores e stim a c io n es  ob ten id as en l o s  a ju s te  in d i -  
v id u a le s  ( l in e a s  c o n t in u a s ) . Las f ig u r a s  IV .15 a IV.24 m uestran l a  proyec­
cid n  corresp on d ien te  a l a  m ejor estim a cid n  en e l  a ju s te  s im u ltan ée ( l in e a s  
co n tin u a s) para m u lt ip lic id a d e s  de in fe c c id n  in f e r io r e s  a 1 /3 0 0 . üna fo r ­
ma a l t e m a t iv a  de determ inar e l  param ètre K s in  que la s  medidas sean  a fe c -  
tadas por e l  desprendim iento de fa g o s  e s  l a  de r e a l iz a r  e l  mismo t ip o  de 
experim entacidn  pero s in  a g ita r  bruscamente en lapreparacidh de la s  d i lu c io -  
n e s . Natur aiment e e l l o  im p lic a  una d i s t r i  bucidn mènes uniform e de l o s  fa ­
gos en e l  medio y consecuentem ente una mayor f lu c tu a c id n  en tre  lo s  v a lo r e s  
ob ten id os para e l  mîmero de fa g o s por co n ta je  de p la ça s  de l i s i s .  Los va­
lo r e s  ob ten id os para e l  mîmero de fa g o s  l ib r e s  y e l  de fa g o s l ib r e s  y bac­
t e r ia s  in fe c ta d a s  co rresp o n d ien tes  a l a s  m uestras f i l t r a d a s  y s in  f i l t r a r ,  
resp ectiv a m en te , aparecen en la s  f ig u r a s  IV .29 y IV .2 8 , en la s  que puede 
a p rec ia rse  un erro r  mayor en cada une de lo s  puntos ex p ér im en ta le s , a p esar  
de qu6 en su determ inacidn  se  u t i l i z a r o n  l o s  v a lo r e s  o b ten id os por siem bra  
de s e i s  p la ça s  en vez de t r è s .  La ob servacidn  de d ich os d atos p e im ite  v e r i -  
f i c a r  que l à  evcQhciôn.daJo8 va lores corresp on d ien tes a fa g o s  l i b r e s  mas bac­
t e r ia s  in fe c ta d a s  no e s  co n sta n te  con e l  tiem po, lo  que im p lica  que e f e c ­
tivam ente e x i s t i a  un desprendim iento de fagos debido a l a  a g ita c id n  y que 
una parte de lo s  que se ad ih eren  no son e f ic a c e s  (en  e l  se n tid o  de que no 
in y ec ta n  su DNA n i p ierd en  su capacidad de in fe c c id n ) .  E sto  lîltim o  puede 
afirm arse porque la s  r e la c io n e s  fago b a c te r ia  u t i l iz a d a s  en la s  medidas 
iia s id o  a l t a  en tod os l o s  c a s o s . Puede in c lu s o  a p rec ia rse  que l a  d ism inu-
mas râp id a  cuanto mayor e s  l a  r e la c id n  fa g o -b a c te r ia ,  o lo  que e s  l o  mismo, 
e l  mîaero de fa g o s adheridos no e f ic a c e s  aumenta mas rapidam ente con e l  
tiem po cuanxo mayor e s  l a  r e la c id n  fago  b a c te r ia  i n i c i a l .
Las ev o lu c io n e s  d e l ndmero de fa g o s l ib r e s  con e l  tiem po, determ ina­
das s in  a g ita c id n  han s id o  a ju sta d a s individusLL y sim ultané amente (a ju s te s  
t ip o  I  y I I I )  u t i l iz a n d o  l a  ex p resid n  IV .3 . 3  con o b je to  de ob ten er nuevos 
v a lo r e s  d e l  parametro K. Los r e s u lta d o s  que aparecen en l a s  f ig u r a s  IV .29 
7  IV .30 , muestreui una buena d e sc r ip c id n  de l o s  d a tos ex p ér im en ta les  ( r e la -  
c lo n e s  X /KD prdzimas a 1 ) ,  compati b i l l  dad en tre  l o s  v a lo r e s  de £  o b ten i­
d o s , una d e sc r ip c id n  sim u ltan ea  razonab le (P ig . IV. 3 0 ) y un v a lo r  d e l para­
metro £ , para e s t e  iH tim o a ju s te  que e s  p erfectam en te com patib le con l a  e s ­
tim acid n  p reced en te ( ( 6  ^ I) x  10"^ a compgurar con (6 .4  -  0 . 4 ) x  10“ ^ ) . Su 
v a lo r  prcmedio proporciona un v a lo r  f in a l  d e l parametro K, d e( 6 . 3  ^ 0 . 4 4 x 1 0  
3s de gran im portancia  poner de man! f i e  s to  que l a  ex p resid n  IV. 3*3 es  
peimanentemente em pfrica y v d lid a  para d e c r ib ir  aproximadamente e l  proceso  
de ad h eren cia  de l o s  fa g o s  a l a s  b a c te r ia s  en n u estra s  c o n d ic io n e s  e x p é r i­
m en ta le s . E l hecho de que aparezca 1 /3  como p o te n c ia  d e l mîmero de b a cte­
r ia s  en IV .3*3> no e s  lo  esperado para ûn choque e s t a d f s t ic o  fa g o -b a c te r ia  
a mènes que o tro s  p ro ceso s  tengan  lugEur. Hemos pensado que e s  probable que 
l o s  choques en tre  b a c te r ia s  provoquer e l  desprendim iento de lo s  fa g o s  adhe­
r id o s  a c u a lq u iera  de e l l a s .  La p ro b a b ilid a d  de d icho choque depende, e v i ­
dentem ente, de l a  densidad b a c te r ia n a . No ob sta n te  una p aram etrizacid n  
co n creta  que tenga en cuenta  e s te  e f e c to  y que in c lu y a  ademas l a  p o s ib le  
adh eren cia  m u ltip le  de fa g o s  a cada b a c te r ia ,  e s  ex tra o rd in a iia m en te  com­
p le j a .  Consecuentem ente hemos optado por a cep ta r  l a  p aram etrizacid n  empf­
r ic a  que, como p o ster lo im en te  veremos,. ha s id o  l î t i l  y apropiada para l a  de£  
c r ip c id n  de l o s  p ro ceso s  de l i s i s .
IV .4 Comprobacidn exp erim en ta l de l a  exp resid n  deducida para l a  e f i c a c ia
de in fe c c id n
Uno de l o s  componente s  fundamenta le s  d e l modelo p rop u esto , e s  l a  ex­
p resid n  deducida en ( I I I . 3 . I )  para l a  e f i c a c ia  de in fe c c id n  que hemos d é fi, 
n id o  como l a  r e la c id n  en tre  e l  ntùnero de f e f i c a c e s  y e l  t o t a l  de 
fa g o s  aprozim ados a b a c te r ia s .
La exp resid n  ( XIX.3*3) n os in d ic a  que en a q u e lla s  zonas de l a s  cu r-  
vas de l i s i s  en l a s  que e l  orden d e l nxîmero de b a c te r ia s  e s  su p er io r  a l  -  
d e l mîmero de fa g o s  l o s  v a lo r e s  de l a  e f i c a c ia  son prdximos a l a  unidad y ,  
en co n secu en c ia , su co n sid era c id n  no im p lic a  v a r ia c io n e s  s u s ta n c ia le s  en -  
l a s  p r e d ic c io n e s  d e l m odèle. S in  embargo, en a q u e lla s  o tr a s  zonas en l a s  -  
que e l  mîmero de fa g o s  e s  d e l mismo orden o su p er io r  a l  de b a c te r ia s ,  l a  -  
exp resid n  r e fe r id a  proporciona v a lo n es  muy d ife r e n te s  de 1 , lo  que in d ic a  
que pÈr céda b a c te r ia  jiâsctsda e l  mîmero cb âgos aprozim ados e s  muy grande
l o  que t ie n e  im p lic a c io n e s  d e c is iv a s  en l a s  p r e d ic c io n e s  d e l m odelo. -  
For lo  ta n to , e s  de gran in te r d s  comprobar experim entalm ente l a  v a lid e z  de 
l a  ex p res id n  deducida para l a  e f i c a c ia .  Con e s te  o b je to  se han r e a liz a d o  -  
l a s  dos s ig u ie n te s  exp erim en tacion es p a r c ia le s .
1 Hemos u t i l i z a d o  l o s  d a tos ob ten id os para l a  comprobacidn de l a  expre­
sid n  r e p r e s e n ta t iv e  de l a  aproxim acidn de fa g o s  a b a c te r ia s .  Ss d e c ir ,  la s  
d eterm in acion es r e a liz a d a s  de l a  ev o lu cid n  d e l mîmero de p la ça s  de l i s i s  -  
en fu n c id n  d e l tiempo de m uestras de c u lt iv o s  b a c ter ia n o s  in fe c ta d o s , an­
t e s  y de spud 8 de l a  f i l t r a c i d n ,  segiîn se d e s c r ib id  en ( I V .3 ) .
En un p r in c ip io ,  y a n te s  de c o n c lu ir  que l o s  fa g o s  no e f ic a c e s  p o -  
dfan desprenderse de l a s  paredes b a cter ia n a s  e in f e c ta r  o tr a s  b a c te r ia s ,  -  
pensâmes que lo s  v a lo r e s  o b ten id o s  para l a s  m uestras no f i l t r a d a s  y f i l t r a  
das corresp on d fan , resp ectiv a m en te , a l  mîmero de fa g o s  l i b r e s  mas b a c te ­
r ia s  in fe c ta d a s  y a l de fa g o s  l i b r e s .  En co n secu en c ia , era  inm ediato por -  
su s tr a c c id n  conocer e l  mîmero de b a c te r ia s  in fe c ta d a s  y de ahf l a  e f i c a c ia  
de l a  in fe c c id n . S in  embargo, e l  desprendim iento de l o s  fa g o s  no e f ic a c e s  
v a r id  e l  s ig n if ic a d o  de lo s  v a lo r e s  ob ten id o s y fud n e c e sa r io  r e in te r p r e -  
t a r lo s  param etricamente como p osteriorm en te  expondremos. El re su lta d o  obte
nido para l a  e f i c a c ia  con e s to s  d atos proporcionaba altos, eirores e s ta d ls t ic o s  
en su determ inacidn y e l  mdtodo se con sid erd  inadecuado ante l a  im p o s ib il^  
dad p r a c t ic a  de aumentar l a  p r e c is id n  en lo s  v a lo r e s  ex p érim en ta les  med i­
d os.
2 . -  Un segundo mdtodo a l t e m a t iv o  p od ria  se r  e l  de e s tu d ia r  l a  v a r ia c id n  -  
d e l mîmero de b a c te r ia s  en fu ncid n  d e l tiempo durante e l  tiem po tra n scu rr^  
do desde e l  momento de l a  In fe c c id n  y l a  e x p lo s id n  de l a s  prim eras bacte­
r ia s  in fe c ta d a s .
En a u sen c ia  de fa g o s ,  l a s  curvas de crec im ien to  b a cter ia n o  sigu en  l a  
ev o lu c id n  p ropuesta  por l a s  ex p res io n e s  ( lV .2 .4  a 1 7 .2 .6 ) ,  que se ve m odi- 
f ic a d a  a l  in tr o d u c ir  fa g o s  debido a que l a s  b a c te r ia s  que van sien d o in fe ç , 
tad as no sig u en  e l  proceso de d u p lic a c id n . Puesto que l a s  p r e c is io n e s  con 
l a s  que se determ inan l o s  m îneros de b a c te r ia s  por medidas de densidad dp­
t ic a  son b a sta n te  mayores que l a s  o b ten id as en l o s  c o n ta je s  de fa g o s , e s t^  
mamos que p odria  se r  p o s ib le  determ inar e f i c a c ia s  en base a l a s  d e s v ia c io -  
nes de l a  ev o lu c id n  d e l c u lt iv o  en p re se n c ia  de fa g o s  re sp ec to  de l a  curva 
de crec im ien to  b a c te r ia n o . En co n secu en c ia , estudiam os p rime r  amen te  l a s  -  
d e sv ia c io n e s  r e fe r id a s  para despuds determ inar l a  reg id n  de v a lo r e s  de e f^  
c a c ia  que p od ria  s e r  comprobada de acuerdo con l a  p r e c is id n  en la s  deteim ^  
n a cio n es  d e l mîmero de b a c te r ia s .  A con tin u a cid n  hemos determ inado, por -  
a ju s te  a l o s  com ienzos de d i s t in t a s  curvas de l i s i s ,  l a s  e f i c a c ia s  co r re s­
p on d ien tes que se han comparado con la s  p r e d ic c io n e s  de l a  exp resid n  —  
( I I I . 3 .5 ) .
Seguidamente expondremos, con mayor d e t a l l e , l o s  mdtodos y param étré  
z a c io n e s  u t i l i z a d o s  en auabas a l t e m a t iv a s ,  a s i  como l o s  r e su lta d o s  o b ten i­
d os.
Mdtodo 1
Puesto que en l a  experim entacidn  r e a liz a d a  para d eteim in ar la  expre­
sid n  rep resen x a tiv a  de la  aproxim acidn lo s  fa g o s  con sid erad os in e f ic a c e s  -  
se desprenden de la s  b a c te r ia s ,  l a  v a r ia c id n  d el numéro de fa g o s "libres*^  
en funcidn  d e l tiempo determ inada experim entalm ente correspondera en r e a l^  
dad a l a  v a r ia c id n  d e l numéro r e a l de fagos l i b r e s  mas l a  de l o s  fa g o s ine.
f i c a c e s .  Por ta n to , l a  v a r ia c id n  determ inada experim entalm ente (^jig^p) po- 
d rfa  exp resa rse  a tra v e s  de l a  s ig u ie n te  exp resid n
S  K Ng1 j ( i _Bf ) “ ( IV. 4 . 1 )
en l a  que e l  prim er sumando re p r esen ta r fa  l a  v a r ia c id n  de l o s  fa g o s  l ib r e s  
en fu n c id n  d e l tiempo segiln l a  exp resid n  ( lV .3 .3 )>  7 e l  segundo l a  de l o s  
fa g o s  in e f i c a c e s ,  que rep résen ta  l a  in te g r a l  de l a  ex p resid n :
d Ifjy_ = -K N g l/3  (1 -E f)  d-t (1 7 .4 .2 )
en donde d e s  l a  components debida a lo s  fa g o s in e f ic a c e s  d el t o t a l  de 
l o s  ab sorb id os en e l  in t e r v a ls  dt con sid erad o .
A p a r t ir  de l a  exp resid n  (IV .4 . I ) ,  y haciendo l a  h ip d te s is  de que du 
ren te  e l  tiempo en que se r e a liz a n  l a s  medidas (aproximadamente 40 m in ), -  
l a  e f i c a c i a  no e s  fu ncid n  d el tiem po, tendriam os, r e so lv ie n d o  l a  in t e g r a l ,  
l a  s ig u ie n te  ex p resid n :
(1 -E f)  4  Ef e B
1 /3 (IV .4 . 3 )
SI a ju s te  a l a  exp resid n  ( 1 7 .4 .3 )  de lo s  r e su lta d o s  exp érim en ta les  perm its  
ob ten er param etricam ente la s  e f i c a c ia s .  Los r e su lta d o s  de dicho a ju s te  no 
perm iten  hacer* una comprobaci&i de l a  peuram etrizacidn p ropuesta  p orque lo s
e rr o r e s  con l o s  que se  determ inan l a s  e f i c a c ia s  son muy grsoodesy d e l orden  
d e l 50^ a l  100^ . E sto s  r e su lta d o s  paurecen in d ic a r  que l a  sen s ib ^
lid a d  d el método experim enta l ne e s  s u f ic ie n te  para la  determ inacidn reque,
Mdtodo 2
D eterm inacidn de l a s  e f i c a c ia s  a p a r t ir  de d en sid ad es d p tic a s
E ste nuevo in te n to  para l a  comprobacidn de l a  v a lid e z  de l a  expre­
s id n  ( I I I . 3 . 5 ) ,  u t i l i z a d a  en e l  modelo d e s c r ito  para e l  c â lc u lo  de l a  e f i ­
c a c ia ,  se fundament a ,  como y a  se r e fe r id o , en e l  hecho de que cuando a — 
un c u lt iv o  b a cter ia n o  se l e  aSade un c ie r to  nilmero de fa g o s , l a s  b a c te r ia s  
que van siendo in fe c ta d a s  dejan  de d iv id ir s e .  Por ta n to , deberâ p rod u cirse  
una d ism inucidn en l a s  den sid ad es d p tic a s  m edidas re sp e c to  a l a s  que co -  
rresponderfan  a l  mismo c u lt iv o  en a u sen c ia  de fa g o s . En co n secu en c ia , pre­
tendemos determ inar l a s  e f i c a c i a s ,  a p a r t ir  de medidas de densidad d p tic a  
en fu ncid n  d e l tiempo reeü .izadas en c u l t iv o s  b a c ter ia n o s  in fe c ta d o s  a d is ­
t in t a s  m u lt ip l ic id a d e s ,  por comparacidn con l a s  d en sid ad es d p tic a s  co rr e s­
p on d ien tes a l  crec im ien to  b acter ian o  en a u sen c ia  de fa g o s . Para e l l o ,  debe, 
mos poder relacioneur l a s  d en sid ad es d p tic a s  medidas en un c u lt iv o  in f e c t a -  
do con la  e f i c a c ia  c o rresp o n d ie n te . Con o b je to  de e s ta b le c e r  d ich a  r e la ­
c id n  e s  n e c e sa r io  conocer l a  ev o lu c id n  en fu ncid n  d e l tiempo de lo s  fa g o s  
y b a c te r ia s  p r é se n te s  en e l  c u l t iv o .  En e s te  s e n t id o , e l  e s ta b le c im ie n to  -  
de la  r e la c id n  en tre  l a s  d en sid ad es d p tic a s  m edidas y e l  crec im ien to  bacte, 
riano en a u sen c ia  de fa g o s  no p la n tea  d i f ic u l t a d ,  ya que como expusim os en 
( 1 7 . 2 . 2 ) se ha param etrizado l a  ev o lu c id n  d el crec im ien to  b a c te r ia n o , en -  
l a s  co n d ic io n es  que se han u t i l i z a d o  en ,toda l a  experim entacidn  r e a liz a d a  
en e s te  tr a b a jo .
El mîmero de b a c te r ia s  a c u a lq u ie r  tiempo t  puede determ inarse a tr ^  
vds de l a  s ig u ie n te  ex p resid n :
donde y son respectivam enxe e± numéro ae o a c te r ia s  ax tiempo
B (t)
t  y t - 1 , s ien d o  t  e l  in te r v a lo  considerado y t -1  e l  inm ediatam ente ante­
r io r  (con in te r -z a lo s  . A t  de 1 m in u to ), y AN- e l  increm ent o corresp on -
( t )
d ie n te  a l  mîmero de b a c te r ia s  en e l  in te r v a lo  A t  co n sid erad o . Dicho in ­
crement o dependerâ de l a  p en d ien te de l a  curva de crec im ien to  (a )  y d el nu
mero de b a c te r ia s  (N-q, ) en e l  in te r v a lo  A t  sm ter io r  de acuerdo con -
( t -1  )
l a  s ig u ie n te  ex p resid n  (para l a  fa se  de crec im ien to  e x p o n e n c ia l) :
Nt, = Nt, a a t  ( 1 7 .4 .5 )
® (t)
Una vez conocida l a  r e la c id n  en tre  l a  densidad d p tica  y e l  mîmero de bac te, 
r i a s ,  a s f  como su ev o lu c id n  temporsü. en c u l t iv o s  b a c te r ia n o s  en a u sen c ia  -  
de fa g o s ,  e s  p r e c iso  e s ta b le c e r  l a  r e la c id n  é q u iv a le n te  pero en c u l t iv o s  -  
b a c te r ia n o s  en l o s  que se ha in tro d u cid o  un c ie r t o  mîmero de fa g o s . Pues -  
b ie n , para e s ta b le c e r  d ich a  r e la c id n  serâ  p r e c iso  conocer lo  s ig u ie n t e :
1 . -  V ariacidn  d e l mîmero de fa g o s  en fu n cid n  d e l tiempo
2 . -  V ariacidn d e l mîmero de b a c te r ia s  in fe c ta d a s  en fu ncid n  d e l tiempo
3 . -  V ariacidn  d e l mîmero de b a c te r ia s  s in  in f e c t a f  en fu n cid n  d e l tiemr-
po
4 . — V ariacidn  en e l  mîmero de b a c te r ia s  ob servab le  por densidad d p tica  
en fu n cid n  d e l tiempo
1 . -  La v a r ia c id n  d e l mîmero de fa g o s  en fu ncid n  d el tiempo ( A^p) e s  f d c i l  
mente c a lc u la b le  a tr a v e s  de l a  exp resid n  ( IV .3 .2 )  r e p r e s e n ta t iv a  d e l pro­
ceso  de aproxim acidn co n o c id o , como e s  e l  c a so , e l  mîmero de b a c te r ia s  y -  
fa g o s  i n i c i a l e s  y  l a  co n sta n te  de l a  c ita d a  ex p resid n .
2 . -  La v a r ia c id n  d if e r e n c ia l  d e l mîmero de b a c te r ia s  in fe c ta d a s  ( A u )h in f
dependera de l o s  fa g o s  aproximados en e l  in te r v a lo  de tiempo A t co n sid era ­
do y de l a  e f ic a c ia  de l a  in fe c c id n  corresp on d ien te  ( S f ) ,  puesto  que de -  
l o s  fa g o s  aproximados so lo  un c ie r t o  p o rcen ta je  sera  e f i c a z .  La exp resid n  
que da cuenta d e l increm ento r e fe r id o  e s  l a  s ig u ie n te  :
de forma que e l  c â lc u lo  d e l mîmero de b a c te r ia s  in fe c ta d a s  ( ) a un -
tiempo t  so lo  depende d e l mîmero de b a c te r ia s  in fe c ta d a s  en e l  in te r v a lo  -
a n te r io r  ) 7 d e l increm ento d e l mîmero de b a c te r ia s  in fe c ta d a s  -
t —1
( corresp on d ien te  a d icho in te r v a lo  A t segiîn l a  s ig u ie n te  expre­
s id n :
* ^ B inf ( 1 7 .4 .7 )
3 , -  La v a r ia c id n  d e l mîmero de b a c te r ia s  s in  in f e c t a r  corre spondera a l  cr^  
cim iento  normal de l a s  b a c te r ia s ,  conocido a tr a v e s  de l a  param etrizacidn  
de l a  curva de crec im ien to  b a c te r ia n o , pero en e l  c â lc u lo  de su mîmero ha- 
brâ que co n sid era r  l a  d ism inucidn que r e sp e c to  a l  crec im ien to  en a u sen c ia  
de fa g o s  supone l a  no d iv is id n  de l a s  b a c te r ia s  ya in fe c ta d a s . Por lo  tan­
t o ,  e l  increm ento ~ d e l mîmero de b a c te r ia s  s in  in f e c t a r  -  -
('AN- ) Duede c a lc u la r se  de acuerdo con l a  s ig u ie n te  exp resid n :
s in f
= “s s i n f  ^ ^ W
siendo e l  mîmero de b a c te r ia s  s in  in f e c t a r  en e l  in te r v a lo  dt co n s iB s in f  —
derado, y a l a  p en d ien te  de l a  curva de crec im ien to  b a cter ia n o . Por lo  tan  
t o ,  e l  mîmero de b a c te r ia s  s in  in f e c t a r  en cu a lq u ier  tiempo t  sera :
®^Bslnf " ^Bajnf ^ ^ B a in f (1 7 .4 .9 )
U 6 — 1
siendo N_ . . e l  mîmero de b a c te r ia s  s in  in f e c t a r  en e l  in te r v a lo  a n te -  
r io r  a l que se r e a l iz a  e l  c â lc u lo .
4 . -  Dado que n u estro  in te r e s  r e s id e  en poder determ inar e :cp e rim ent a l  men t e 
l o s  v a lo r e s  de l a  e f i c a c ia  por medidas de densidad d p tic a , serâ  p r e c iso  co.
nocer l a  v a r ia c id n  in crem en ta l de d ich a s d en sid ad es d p t ic a s .  E l 
increm ento en e l  mîmero de b a c te r ia s  que corresponde a l a s  densida­
des d p tic a s  medidas ( A podra c a lc u la r se  a p a r t ir  de l a  suma de lo s  -
increm entos c o rresp o n d ie n tes , a l  mîmero de b a c te r ia s  in fe c ta ,
das y s in  in f e c t a r ,  a p a r t ir  de l a  s ig u ie n te  ex p resid n :
^»Bd o = Û ^Bainf ( lV .4 .1 0 )
en l a  que s i  su s titu im o s  ^ ^ B sin f ^  v a lo r  segiîn l a  ex p resid n  ( 1 7 .4 ,8 )  
tendrem os:
de forma que
°  ^ (IV .4 .1 2 )
E l mîmero de b a c te r ia s  ob servab le  por densidad d p tic a  (^-o^ q ) para un tiem  
po t  se r â :  ^
% o, = ^%o
donde Nti e s  e l  mîmero de b a c te r ia s  que corresponde a l a  densidad d p ti
^::Ot-i
ca en e l  in te r v a lo  a n te r io r  a l  tiempo t  con sid erad o .
Una vez e s ta b le c id a ,  a tr a v e s  de l a s  e x p r e s iones a n te r io r e s ,  l a  r e l^  
cid n  en tre  l a  e f i c a c ia  y e l  crec im ien to  b acter ian o  en p r esen c ia  de f a g o s ,  
nos p a rec id  oportuno, a n tes  de r e a l iz a r  l a  experim entacidn  co rresp on d ien te  
e fe c tu a r  un e s tu d io  p r e lim in a r , e sp ec ia lm en te  d ir ig id o  a ev a lu a r  l a  v ia b i -  
lid a d  experim ental d e l metodo p rop u esto , El proced im iento seguido para -  
e l l o  ha s id o  e l  s ig u ie n t e ;
a) E stim acidn c u a l i t a t iv a  de l o s  v a lo r e s  de l a  e f i c a c ia  que podrân se r
comprobados experim entalm ente. Puesto que sea  o no v a lid a  l a  ex p res io n  pro, 
p u esta  para e l  c â lc u lo  de d ich a s e f i c a c i a s ,  e s  e sp era b le  que l a s  d ife r e n ­
c ia s  o b serv a b les  por medidas de densidad d p tic a  resp ec to  de l a  curva de -  
crec im ien to  en a u sen c ia  de fa g o s  sean d i s t i n t a s ,  segun sea  e l  p o rcen ta je  — 
de fa g o s  e f ic a c e s  para una r e la c id n  fa g o -b a c te r ia  co n cre ta . (De ig u a l fo r ­
ma e s  e sp era b le  que para un mismo p o rcen ta je  de fa g o s  e f i c a c e s ,  l a s  d i f e ­
r e n c ia s  o b serv a b les  sean d i s t in t a s  dependiendo de l a  m u lt ip lic id a d  de in ­
fe c c id n )  . E l comportamiento que se observe en s itu a c io n e s  como l a s  exp u es-  
ta s  in d ic a r â  en prim era aproxim acidn l a s  zonas de e f i c a c ia  que podrân se r  
comprobadas.
b) Estim acidn c u a n t ita t iv a  de l a s  p r e c is io n e s  req u erid as para ob ten er  -  
l o s  v a lo r e s  de la s  e f i c a c ia s  con l a  s e n s ib i l id a d  s u f ic ie n t e  para probar o 
no l a  v a lid e z  de l a  exp resid n  d e sa r ro lla d a  para su c â lc u lo  ( I I I . 3 - 5 ) .  Esto  
e s  n e c e sa r io  porque podria  o c u r r ir  que para ob ten er l o s  v a lo r e s  de l a  e f i ­
c a c ia  con un erro r  a cep ta b le  (que p erm itiera  d is t in g u ir  s u f i  c i  en t emen t  e v^  
l i a s  e f i c a c ia s )  fu era  p r e c iso  r e a l iz a r  un mîmero de medidas 7  con un erro r  
no a seq u ib le  experim entalm ente, a p esar de l a  f a c i l id a d  de l a  medida de -  
den sid ad es d p t ic a s .
A co n tin u acid n  exponemos l o s  metodo s u t i l i z a d o s  para r e a l iz a r  l a s  e,s 
tim a cio n es r e f e r id a s .  El primero corresponde a l a  estim a cid n  c u a l i t a t iv a  -  
y l o s  s ig u ie n te s  a l a  cu eu a tita tiv a .
1 . -  Generacidn de curvas te d r ic a s  de numéro de b a c te r ia s  en fu n cid n  d e l -  
tiem po.
La gen eracid n  se r e a l iz a  pareilelam ente para l a  ev o lu c id n  d e l mîmero 
de b a c te r ia s  en a u sen c ia  o en presencia» de fa g o s . En e l  prim er caso u t i l i -  
zemdo l o s  r e su lta d o s  de l a  peurametrizacidn ob ten id a  para l a s  curvas de cre, 
cim ien to  b acterian o  y en e l  segundo l a s  e x p r e s io n e s (1 7 .4 .6 ;) a ( 1 7 .4 .1 3 )  de, 
ducidas con e s te  f£n^^^. P uesto  que pretendemos ob ten er in form acidn  sobre  
l a s  zonas de l a  e f ic a c ia  que podrân determ inarse experim entalm ente, l a  ge­
neracidn  te d r ic a  se r e a l iz a  para v a lo r e s  co n cre to s  de e f i c a c ia s :  0 . 1 , 0 . 3 , 
0 . 5 , 0 . 7 , 0 . 9 . Las s itu a c io n e s  i n i c i a l e s  de mîmero de fa g o s  y b a c te r ia s  -  
u t i l i z a d a s  se m uestran en l a  ta b la  ( 17.. 8 ) .  Para cada una de e l l a s  se  han
rea x iza a o  p gene racx one a oxx e r e a te  a , uuxxvspuu.uxBxxbtss tx xus v&u.uxt:s ub bx^  
c a c ia  r e f e r id o s .  Debido a l  gran uilmero de g en era c io n es  que e s to  supone —  
( 1 3 0 ) s 6 lo  se muestran en l a  f ig u r a  ( IV .31 ) a lgunas de e l l a s  que a nues­
tro  modo de ver son s u f i c i e n t e s  para dar una id ea  de l a s  s itu a c io n e s  i n i ­
c i a l e s  que p erm itirân  r e a l iz a r  la  comprobacidn exp erim en ta l. En l a  f ig u r a  
( IV .31 ) se  observa que:
a) Al aumentar l a  m u lt ip lic id a d  aumentan l a s  d ife r e n c ia s  en tre  l a  curva  
de crec im ien to  b a cter ia n o  y l a s  co rresp o n d ie n tes  a s itu a c io n e s  en l a s  que 
e x is te n  fa g o s
b) Para una mi, sma m u lt ip lic id a d  l a s  d ife r e n c ia s  son mas a p r e c ia b le s  s e -  
gdn aumenta l a  e f i c a c ia .
De acuerdo con lo  a n te r io r ,  para m u lt ip lic id a d e s  de in fe c c id n  meno- 
r e s  de aproximadamente 1 /3  no s e r fa  p o s ib le  determ inar l a s  e f i c a c ia s .  Res­
p ecte  a lo s  v a lo r e s  que podrfan s e r  comprobados, no podemos h acer ninguna  
afirm acidn  y a que la s  g en era c io n es  a n te r io r e s  se han re a liz a d o  para v a lo ­
r e s  de l a  e f i c a c ia  f i j a d e s  a rb itr a r ia m en te .
2 .— G eneracidn de curvas t e d r fc a s  de mXmero de b a c te r ia s  en fu ncid n  d el -  
tiem po, peira d i s t in t a s  s itu a c io n e s  i n i c i a l e s  de mîmero de b a c te r ia s ,  -  
mîmero de fa g o s  y e f i c a c i a ,  que se m uestran  en  l a s  cuatro  prim eras — 
columnas de l a  t a b la  IV .9 .
E sta  gen eracidn  e s  p o s ib le  u t i l iz a n d o  l a s  expre s i  one s (IV .4 .G) a -  
( lV .4 . 1 3 ) .  Dado que se pretende probar l a  v a lid e z  de l a  ex p resid n  ( I I I . 3.5) 
lo s  v a lo r e s  a l o s  que se f i j a  l a  e f i c a c ia  son lo s  que c orre sp onde rfan  a l  -  
mîmero de fa g o s  y b a c te r ia s  considerado en cada ca so , segiîn l a  c ita d a  ex­
p res id n .
Puesto que pretendemos e s tu d ia r  l a s  p r e c is io n e s  req u erid as para de­
term inar l a  e f i c a c ia  por medidas de densidad d p tic a , es  p r e c iso  tr a n s fo r -  
mar lo s  mîmeros de b a c te r ia s  (N^, ) o b ten id o s median"ce l a  generacid n  t e d r i -  
ca r e fe r id a  en n\îmeros de b a c te r ia s  que sean mas sem ejantes a l o s  ezcperi-
menxaQ.es, y que denominaremo s (N^ . Para r e a l iz a r  d icha tr a n s f  ormacidn
T ^consideram os l o s  como e l  vaQ.or c e n tr a l de una d is  t r i  bucidn gau ssian a  —
de anchura 2A îi^_, siendo A e l  erro r  en e l  mîmero de b a c te r ia s  c a lc u l^  
do a p a r t ir  de l a  exp resid n  ( lV .2 .7 ) .  A p a r t ir  de dicho v a lo r  c e n tr a l se -  
generan v a lo r e s  a l  a za r , segun exponemos a co n tin u acid n :
m
a) Para cada se genera un mîmero a l  azar E, en tre  cero y uno, que se -  
u t i l i z a  como vemos en l a  s ig u ie n te  exp resid n
■  2 6 5 ,  +  H4 ( 1 7 . 4 . 14 )
b) A p a r t ir  de y  A w se o b tien e  l a  gau ssian a  de v a lo r  cen -
•°i ^ i ^
t r a l  H °
Gauss = e ~ 2 a jj  ^ ( lV .4 .1 5 )
c) Generacidn de un nuevo mîmero a l  azar  H*. S i e l  v a lo r  obten ido a tr a v e s  
de l a  gau ssian a  e s  mayor que R* , e l  v a lo r  de Ng® obten ido e s  acep ta  
do; s i ,  por e l  c o n tr a r io , fu era  menor, e l  proceso v u elv e  a r e p e t ir s e  -  
desde e l  p r in c ip io ,  h a sta  que sea  mayor que H'.
3 . -  Una vez o b ten id o s l o s  veLLores de y considérant) como su erro r  -
e l  obten ido a p a r t ir  de l a  e x p r e s id n ( iV .2 .7 ) ,  e s  p o s ib le  r e a l iz a r  e l  ajuste, 
de l o s  mismos a l a s  e x p r e s iones u t i l i z a d a s  en la  gen eracid n  t e d r ic a ,  pero 
s in  f i j a r  en e s te  caso e l  v a lo r  de l a  e f i c a c ia .  Es d e c ir ,  con sid erân d olo  -  
en e s te  caso como param ètre a obten er tr a s  e l  a ju s t e .  Los resu lx a d o s co­
rresp o n d ien tes  aparecen en l a  ta b la  ( lV .9  ) y en l a s  f ig u r a s  17.32 y IV .33
y perm iten:
a) Comparer l a  e f i c a c ia  a l a  que fueron o b ten id as l a s  curvas t e d r ic a s  -  
con l a  proporcionada por e l  a ju s t e .  Ambas deben se r  co m p a tib les.
b) O b tener  l a  in fo rm a c id n  r e q u e r id a  sobre  l a  v i a b i l i d a d  e x p e r im e n ta l  -  
d e l  mdtodo. Es d e c i r ,  que numéro de m edidas de d en s id a d  d p t i c a  en fu n c id n  
de l  tiempo s e r a  n e c e s a r io  r e a l i z a r  p a ra  cada s i t u a c i d n  i n i c i a l  co n crex a  -  
( m u l t i p l i c i d a d  de l a  i n f e c c i d n ) , a s f  como con que e r r o r  es  p r e c i s o  dexerm ^ 
n a r  l o s  p a ra m è tre s  que r e l a c i o n a n  e l  mîmero de b a c t e r i a s  con l a  d e n s id a d  -
d p tic a  a travd s de l a  exp resid n  ( I V .2 .2 ) ,  ya que e s  a p a r t ir  de l o s  mismos 
como se o b tien e  e l  erro r  en e l  mîmero de b a c te r ia s  que se con sid éra  en to ­
dos l o s  c a so s .
El mîmero de puntos u t i l iz a d o  en l o s  a ju s te s  e s  40 y corresp on d erfa  
a r e a l iz a r  l a s  medidas de densidad d p tica  de minuto en m inuto, cuando se -  
e fe c tu a r a  l a  exp erim en tacid n . EL erro r  en e l  mîmero de b a c te r ia s  que co­
rre sponderf a a d ich a s d en sid ad es d p tic a s  se  c o n s id er d , para cada s itu a c id n  
i n i c i a l ,  d e l 1C^ d e l  4^. A p a r t ir  de l o s  r e su lta d o s  que se  muestran en l a  
ta b la  (IV . 9 ) s e  observa que con un e r r o r  en l a  determ inacidn d el mîmero 
de b a c te r ia s  d e l  10ÿ podrfan comprobarse l a s  s ig u ie n t e s  e f i c a c ia s :  0 .1 ,  -
0 .2 ,  0 .3 ,  0 .4  y 0 .5 .  Tambien puede a p r e c ia r se  que con un erro r  d el 4$^  en -  
e l  mîmero de b a c te r ia s  e l  parametro req u erid o  puede o b ten erse  con mayor -  
p r e c is id n ;  no o b sta n te , co n seg u ir  d icho erro r  p la n tea  s e r iq s  problemas ex­
p ér im en ta le s .
A con tin u acid n  se m uestran l a s  e f i c a c ia s  que, a n u estro  modo de v e r ,  
s e r fa  p o s ib le  determ inar experim entalm ente con un erro r  en e l  mîmero de -  
b a c te r ia s  d e l 10^ y 40 medidas de densidad d p t ic a , a s f  como l a  s itu a c id n  -  
i n i c i a l  a que corresponden.
R elacid n  n^ fa g o s /n °  b a c te r ia s  E f ic a c ia
7/1 0 .1 0  ± 0 .02
4/1 0 .2  ± Ü.04
3/1 0 . 3 0  ± 0 .06
2/1  0 . 4 0  f  0 . 1 0
1/1 0 .5 0  il 0 .15
Una vez ob ten id a  l a  inform acidn a n te r io r  fud n e c e s a r io , a n te s  de -  
e fe c tu a r  la s  medidas de densidad d p tica  en fu ncid n  d el tiempo para l a s  re­
la c io n e s  fago b a c te r ia  r e f e r id a s ,  r e a l iz a r  nuevos c o n ta je s  de b a c te r ia s ,  -  
puesto que e l  erro r  que correspondra a l  mîmero de b a c te r ia s ,  anxes de rea­
l i z a r  e s te  e s tu d io , era  d e l 14^ y que, como hemos v i s t o ,  para determ inar -  
l o s  v a lo r e s  r e fe r id o s  de l a s  e f i c a c ia s  es  n e c e sa r io  un erro r  d e l 10#. He-
mos de h acer n o ta r  que l o s  r e su lta d o s  que aparecen en y
ya han s id o  m od ificad os ten ien d o  en cuenta l o s  nuevos c o n ta je s  r e a liz a d o s  
que perm iten ob ten er a tr a v es  de l a  exp residn  que r e la c io n a  e l  mîmero de 
b a c te r ia s  con l a  densidad d p tica  e l  erro r  en e l  mîmero de b a c te r ia s  que co, 
rresponde a c u a lq u ier  medida de densidad d p tic a . Pues b ie n , una vez d ism i-  
nuida l a  in d eterm in acid n  en e l  mîmero de b a c te r ia s ,  se r e a l iz d  l a  e:cperi­
ment ac id n  co rresp o n d ien te  que p e im it id  e fe c tu a r  e l  a ju s te  de l o s  d atos ob­
te n id o s  a l a s  e x p r e s iones u t i l i z a d a s  en e l  caso a n te r io r . Los r e s u lta d o s  -  
co rresp o n d ien tes  aparecen en l a s  f ig u r a s  (17.3**' a 17 .36  ) .  En e l l o s  se po, 
ne de m a n if ie s to  como l a  e f i c a c ia  determ inada experim ent aim ente e s  p e r fe c ­
tamente com patib le con l a  esp erad a segdn e l  e s tu d io  p rev io  r e a liz a d o . Con­
secu en tem en te , l a  v a lid e z  de l a  exp resid n  (E IL 3 .5) queda p ar  c i  aim ent e com­
probada.
Creemos con ven ien te  in d ic a r  que aunque son la s  e f i c a c ia s  su p e r io r e s  
a 0 . 7  la s  que no han s id o  comprobadas experim entalm ente, l a  ex tr a p o la c id n  
de l a  v a lid e z  de l a  ex p resid n  (1 1 1 .3 .5 )  a l a s  zonas en l a s  que e s ta s  e f i c ^  
c ia s  son e sp e ra b le s  no supone una aproxim acidn e x c e s iv a ;  ya que correspon­
den a s itu a c io n e s  ex p ér im en ta les  en l a s  que e l  mîmero de b a c te r ia s  e s  con­
sidérab lem ent e su p er io r  a l  de fa g o s . En e s ta  s itu a c id n , l a  p ro b a b ilid a d  de 
e x is t e n c ia  de fa g o s  in e f ic a c e s  e s  mfnima, y en con secu en cia  l a  in te r p r e ta ­
c id n  d e l proceso no se ve prâcticam ente a fec ta d a  por l a  co n sid era c id n  de -  
l a  e f i c a c i a  que so lo  e s  de gran im p ortan cia  cuando e l  mîmero de fa g o s  e s  -
d el mismo orden o su p er io r  a l  de b a c te r ia s .
Pensâmes que son , s in  embargo, l a s  zonas de muy bajas e f i c a c ia s  ( in ­
f e r io r e s  a 0 .05  que corresponden a s itu a c io n e s  en la s  que e l  mîmero de fa ­
gos e s  muy su p er io r  a l  de b a c te r ia s )  la s  que mayor d i f ic u l t a d  de in te r p r e ­
ta c id n  o f  rec  en , ya que l a  v a lid e z  de l a  exp resid n  ( l H . 3 . 5 )  puede v e r se  -  
r e s tr in g id a  para v a lo r e s  tan  extrem es y suponer d isc r e p a n c ia s  p orcen tu a-  
l e s  s ig n i f i c a t iv a s  en sus p r e d ic c io n e s .
(1) A l a  v i s t a  de l o s  er ro re s  o b te n id o s , s e r ia  n eces a r io  increm entar  
su sta n c ia lm en te  e l  mlrnero de medidas para co n seg u ir  mayor p r e c is id n ,  
lo  que no e s  p o s ib le  dado que l a  experim entacid n  r e a liz a d a  ya ocupa -  
l a  to ta lid a d  d e l tiem po durante e l  que se r e a liz a n  la s  d eterm in a cio -  
n e s .
(2 ) Los v a lo r e s  de l o s  param etros que en a l l a s  in te r v ie n e n , sa lv o  c l^  
ro e s t a ,  l a  e f i c a c i a  fu eron  determ inados con a n ter io r id a d  segiîn vimos 
en se c c io n e s  p récéd a n tes de e s t e  c a p f tu lo .
TA5IA I V .1 Datos de densidad 5 p tic a  j  erro res  corresp on d !e n te s  u t i l i z a -  
dos para e l  a ju s te  d e s c r ito  en e l  t e x to .  (a) y (b) son l o s  -  
v a lo r e s  de l o s  parân etros ob ten id o s en d iciio  a j u s t e .
TABLA IV .2 V alores d e l  ndmero de b a c te r ia s  y densidad d p tic a  u t i l i z a d o s  
en e l  a ju s te  r e a liz a d o  para e s ta b le c e r  l a  r e la c id n  en tre  am- 
bos.
TABLA IV. 3 S itu a c io n e s  exp ér im en ta les  i n i c i a l e s  de mîm'ero de fa g o s  -  
b a c te r ia s  y m u lt ip lic id a d  de in fe c c i6 n  a que corresponden la s  
d eterm in acion es de fa g o s  l ib r e s  en fu n c i5 n  d e l tiem po d e s c r i -  
ta s  en e l  t e x t o .  A cada una de e l l  as se l e  a s ig n a  un niîmero -  
de curva para su id e n t i f ic a c id n  p o s te r io r .
TABLA IV .4 V alores o b ten id o s para e l  parametro K y l a  r e la c i5 n  X /IID -  
tr a s  l o s  a ju s te s  de t ip o  I ,  I I  y I I I  d e s c r ito s  en e l  te x to  -  
(ex p resid n  IV .3 .1 ) .  E l mîmero de curva i d e n t i f i c a  l a  s itu a c id n  
i n i c i a l  a que corresponden segiîn l a  ta b la  IV. 3.
TABLA IV. 5 V alores o b ten id o s  para e l  param étré K y l a  r e la c i5 n  X /îîL  -
tr a s  l o s  a ju s te s  t ip o  I ,  I I  y I I I  a l a  exp resid n  IV .3.1 (con  -  
en funci(5n d e l tiem p o ). E l rnîmero de curva in d ic a  l a  s i t u a -  
c io n  i n i c i a l  a que corresponden ( ta b la  IV .3 ) .
2
TABLA IV .6 V alores d e l parametro ^  y l a  r e la c io n  X /BD o b ten id os tr a s  -  
l o s  a ju s te s  a l a  ex p resid n  IV .3 .2 ,  para l o s  grupos de d atos co_
r re sp o n d ien tes  a la s  m u lt ip lic id a d e s  de in fe c c id n  que se  e sp e -
c i f i c a n .
2
TABLA IV .7 V alores o b ten id o s para e l  paramétra K y l a  r e la c id n  X /BD -
tr a s  l o s  a ju s t e s  d e l t ip o  I y I I I  a l a  expre s i  6n IV. 3 . 3 . El niî 
mero de curva in d ic a  l a  s itu a c io n  i n i c i a l  a que corresponden -  
segiln l a  ta b la  IV. 3 .
TABLA IV .3 V alores i n i c i a l e s  de numéros de fa g o s/m l y b a c te r ia s /m l, u t i l ^  
zados para r e a l iz a r  l a  gen era cio n  de curvas te d r ic a s  de niîmero 
de b a c te r ia s  en fu n cid n  d el tiem po, d e s c r ita  en e l  t e x t o .
r resp o n d ien tes  a l a s  s itu a c io n e s  i n i c i a l e s  de mlmero de f a -
gos/m l y b a c te r ia s /m l que se e s p e c if ic a n .  Los a ju s te s  de la
e f i c a c ia  se han r e a liz a d o  u t il iz a n d o  erro res  d e l 10/6 y -
en e l  numéro de b a c te r ia s .  Las e f ic a c ia s  te d r ic a s  son la s  o^
te n id a s  ap lican d o  la  ex p res i6 n  ( i l l . 3 * 5 ). Los v a lo r e s  de x?  
2y X 2 ocrresponden re sp e c tiv a n e n te  a l a ju s te  con erro res  d el 
10^ y en e l  mîmero de b a c te r ia s .
DO ADO
0 .0 9 0 0 .002
0 .099 0 .0 0 4
0 .1 0 3 0 .0 0 4
0 .1 1 7 0 .0 0 6
0 .137 0 .0 0 6
0 .183 0 .0 0 8
0 .2 0 3 0 .0 0 7
0 .2 3 7 0.009
0 .3 3 0 .0 2
0 .35 0.01
0 .4 8 0 .0 2
0 .4 8 0 .0 2
0 .6 3 0 .0 2
0 .6 7 0 .0 3
param ètre
co n sta n te ( # l )  X 10“ ^
peurànetro 
l in e a l  en DO 0 .037  i  0 .0 3
TABLA IV. 1
IT3/ml DO/ml
1 .7 7 ± 0 .0 7 X 107 0.055  ± 0 .002
0 .6 ± 0.1 X i o 7 0 .065  - 0 .002
3 .2 ± 0 .3 X 107 0 .095  t 0 .0 0 4
2 .4 ±. 0 .4 X 107 0 .1 0 0  ± 0 .0 0 4
4.1 ±. 0 .9 X 107 0 .1 6 0 ^ 0 .006
2 .9 ± 0 .6 X 107 0 .1 7 5 ± 0 .006
3 .3 ± 0 .5 X i o 7 0 .1 8 0 ± 0 .007
5 .8 ± 0 .6 X 107 0 .1 9 0 ± 0 .007
5.1 ±. 0 .9 X 107 0 .2 2 0 ± 0.008
6 .5 ±L 0 .6 X 10^ 0 .2 5 5 ± 0.009
5 .8 ± 0 .9 X 107 0 .3 3  ± 0.01
1.1 ± 0.1 X 10® 0 .3 4  ± 0.01
7 ±. 1 X 107 0 .3 4 0.01
8 .6 ±"- 0 .6 X i o 7 0 .39  ± 0.01
1 .0 4=. 0 .1 X 10® 0 .4 0  ±- 0.01
9 .3 ±r 0 .9 X 107 0.41 ^ 0.01
1 .3 ± 0.1 X 10® 0 .4 9  ± 0.02
1 .3 ± 0 .2 X 10® 0 .6 4  i 0 .02
TABLA IV.2
Curva Nû de b a c te r ia s /m l fa g o s/m l îf i i lt .  Infecci<5n
1 3 .4 -0 .3 x 1 0 ^ 1/2  * 1 /0 .2
2 3.0^0.2x10^ 3.4^ 0.7x10^ 1 /3 .  6 * 1 /0 .4
3 3.6^0.3x10^ 8.4^ 0.9x10^ 1 /4 3 * 1 /5 .3
4 4.6^0.4x10^ l.lto .Z x lO ^ 1 /4 .2 * 1 /0 .3
5 4 .9 -0 .4 x 1 0 ^ 1 .4 -0 .2 x 1 0 ^ 1 /350*1 /57
6 8.6^ 0.7x10^ i . ; t o . i x i o ^ l / 6 .7 * l / 0 . 7
7 8 .6 ± 0 .7 x 1 0^ 5.8±0.7x10^ 1 /1 4 8 * 1 /6 .6
S 8 . 6^0.7x1 o’^ 9±2x10^ 1/9555*1 /2260
9 1 .3 -0 .1x10® 1.1^0.1x10^ 3 . 5 / l * l / l
10 1 .5-0 .1x10® 4 .9 -0 .6 x 1 0 ^ 1/30612*1/4262
11 1 .7 -0 .1x10® i.oio.2xio^ 1 /1 7 * 1 /3 .5
12 1.7^0.1x10® 5.6^0.8x10^ 1/3036*1 /470
13 2 .1 ± 0 .2 x 1 0® 9 .1 -0 .9 x 1 0 ^ 1 /2 3 * 1 /3 .2
14 2 .3 -0 .2x10® 9 .2*0 .9x10^ 1/250000*1/32700
15 2.6^0*2x10® 1.6*0 .2x10^ 1 /1 6 * 1 /2 .4
16 2 .6± 0 .2x l0® 7*2x10® 1/371*1 /110
17 2.6^:0.2xl0® 4.7*0.3x10'^ 1 /5532*1/553
18 3.0±0.2x10® 1 .1 * 0 .1 x 1 0 ° 1 /273*1/31
19 4 .0± 0 .3x l0® 5 .6*0 .3x10^ 1 /7  * 1 /0 .7
TABLA IV. 3








KxlO"'’^ X V a i
I I I
Kx10"''° X ^/ÎID
1 6300Î2500 0 .4 /5 6300^2500
2 870^390 0 .3 /3 S70±390
3 60^27 0 .5 /4 60^27
4 5Î2 7 .5 /4
7±1 7 /9
5 7-2 0 .6 /4
6 1 .3 Î 0 .5 2 .9 /7
7 4 .5 -0 ,5 2 .7 /6 3 .0 ± 0 .3 109/21
3 2 .7 -0 .5 2 .8 /6
9 1 .9 -0 .3 3 .9 /7 1 .9 -0 .3
10 1 .8 -0 .2 15 /6 1 .8 ^ 0 .2 1 a 0—O a  1 644/123
11 2 .2 -0 .2 6 .9 /7
1 .9 -0 .1 15/14
12 1 .7 - 0 .2 3 .5 /6
13 1 .0^ 0 .2 12/5 1 . c i o . 2
14 1 .4 -0 .2 2 /6 1 .4 —0 .2
15 0 .6 - 0 .2 2 .5 /5
16 1 .1 - 0 .2 7 .8 /7 1 .1 —0.1 44/21
17 i .i io .2 8 /7
18 0 .7 —0.1 8 .8 /7
1 .0±0 .1 35/16
19 1 .0 Î0 .1 8 .7 /8
TABLA 17.4










1 7000^1800 0 .3 /5 7000*1800
2 950^300 0 .3 /3 950*300
3 60Î20 0*4/4 60*20
4 12Î2 7 /4
7 .5 * 1 .4 12/9
5 6 .7 -0 .3 0 .5 /4
6 1 .5 Î 0 .3 2 .9 /7
7 4 .6 ± 0 .3 1 .7 /6 3 .3 * 0 .2 71/21
8 3 .1 - 0 .3 2 .3 /6
9 1 .8 ^ 0 .2 3 .7 /7 1 .8 * 0 .2
10 1 .5 -0 .1 12 /6 1 .5 * 0 .1 ■ 1 .3 * 0 .1 669/128
11 2 .4 -0 .1 6 .4 /7
2 .1 * 0 .1 19/14
12 1 .8^ 0 .1 3 /6
13 1 .5 -0 .1 12/5 1 .5 * 0 .1
14 1. 4^ 0 .2 1 /6 1. 4*0 .2
15 0 .8 Î0 .1 1 .5 /5
16 1 .4 -0 .1 7 .4 /7 1 .1 * 0 .1 18/21
17 1 .7 ^ 0 .2 7 /7
18 1 .4 —0.1 8 .3 /7
1 .1 * 0 .1 32/16
19 1 .1 —0.1 7 /8
TABEA IV .5




1/1000 a 1 /2 5 0 .0 0 0 -0 .6 5  -  0 .12 1 .3 /3
1/300 a 1/1000 —0.S 4  — 0 .09 3/2
1 /10  a 1 /300 - 0 .9 4  -  0 .0 8 20 /3
10/1 a 1 /10 - 0 .9 7  -  0 .05 ‘30/4
10/1 a 1 /2 5 0 .0 0 0 - 0 .9 5  -  0 .0 3 60/17
TABLA IV .6
1 /%
-KBPESUIiTADOS DE LOS AJUSTES A LA EXPRSSÎ0ÎT H_. = e 3
TIPO DE AJUSTE 





5 10 t  3 0 .5 /4
. 8 7 -  1 1 .5 /6
10 6 t  1 11 /6
12 7 i  1 3 .1 /6 6 .4  i  0 .4 42/48
14 Ô t  1 1 .3 /6
16 6 ±  1 6 .3 /7
17 6 t  1 7 /7
TABLA IV.^
1^ 0 f  ago a/m l 
( i n i c i a l e s )
NO b a c te r ia s /m l  
( i n i c i a l e s )
1 . 1  X 0 ^ 8 . 9 X 1 0 ®
2 . 2  X o"^ tt
4 . 4  X 0 ^ tt
8 . 9  X 0 ^ n
8 . 1  X 0 ^ 2 . 4 X i o 7
4 . 4  X 0 ^ !1
3 . 2  X 0 ^ It
2 . 4  X 0 ^ It
1 . 8  X 0 ® II
1 . 3  X 0 ^ II
3 . 2  X 0 ^ 6 . 6 X i o :
2 . 4  X 0 ^ II
1 . 8  X 0 ® II
1 . 3  X 0 ^ II
3 . 2  X 0 ^ 1 . 8 X 1 0 ®
2 . 4  X 0 ^ It
1 . 8  X 0 ® It
1 . 3  X 0 ^ It
3 . 2  I 0 ^ 4 . 8 X 1 0 ®
2 . 4  X 0 ^ II
1 . 8  X 0 ® It
1 . 3  X 0 ^ It
8 . 1  X 0 ^ 1 . 3 X 1 0 ^
4 . 4  X 0 ^ II
2 . 4  X 0 ^ It
1 .  3* X cP It
Para cada una de l a s  26 s itu a c io n e s  i n i c i a l e s  que fig u ra n  en l a  ta b la  
se han r e a liz a d o  5 g en era c io n es  a l o s  v a lo r e s  de e f i c a c ia :  0 .1 ,  0 .3 ,  
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FIGURA IV , 1 Error en l a  densidad d p tic a  en fu n c i5 n  d e l v a lo r  de l a  den­
sid ad  d p tic a . La l in e a  con tin u a  corresponde a l a ju s te  des­
c r i t o  en e l  t e x to ,
FIGURA 1 7 ,2  Ndmero de b a c te r ia s  7  e rr o r es  co rresp o n d ien tes  para v a lo r e s  
de densidad d p tic a  in f e r io r s  s a 0 .7  u .o / i s l .  La I fn e a  c o n t i­
nua corresponde a l  a ju s te  d e s c r ito  en e l  t e x to ,
FIGURA 1 7 .3  D ensidades 6p t ic a s  7  errores- en fu n cid n  d e l tiempo c o r re s ­
p on d ien tes a cuatro  curvas de crec im ien to  b a c ter ia n o ,
FIGURA IV ,4 Logaritmo d e l niîmero de b a c te r ia s  7  erro res  en fu ncid n  d e l 
tiem po, corzrespondientes a cu atro  curvas de crec im ien to  baç_ 
te r ia n o . Las I fn e a s  con tin u as corresponden a l  a ju s te  s im u l-  
taneo mencionado en e l  t e x to ,
FIGÜEiS IV. 5 a 17 ,14  E volucidn  en fu ncid n  d e l tiempo d e l logaritm o  nepe- 
rian o  d e l mimero de fa g o s  l ib r e s /m l (puntos negros) 7  e rro r . 
Las I fn e a s  d iscon tin u a: 7  con tin u a  corresponden a la s  pro— 
7 e c c io n e s  de l o s  a ju s te s  in d iv id u a les  a la s  e x p r e s iones -
1 7 .3 . 1  7  1 7 .3 . 3  resp ec tiv a m en te . La ev o lu c id n  en fu n e io n  -  
d e l tiempo d e l numéro de p la ça s  de l i a i s  x o ta l  (v er  te x to )  
se rep résen ta  con puntos b lancos con l a  corresp on d ien te  ba­
rra  de e r r o r .
FIGURAS IV .15 à 17 .24  Logaritmo neperiano d e l numéro de fa g o s  l ib r e s  7  
erro r  en fu n cid n  d e l tiem po. Las p r o y e c c iones de lo s  a ju s­
t e s  s im u lta n ées  d e s c r ito s  en e l  te x to  a l a s  e x p r e s iones -
1 7 .3 . 1  y 1 7 .3 .3  se rep resen ta n , re sp ectiv a m en te , por I fn e a s  
d isco n tin u a s  y co n tin u a s .
FIGURA IV .25 Logaritmo neperiano y error  d e l parametro K (ob ten id o  tr a s  
l o s  a ju s te s  a l a  ezopresion IV .3 . 1  ) en fu ncid n  d e l logaritm o  
neperiano d e l numéro de b a c te r ia s .  La I fn e a  Gonxinua corre^s 
ponde a l a  p royeccid n  d e l a ju ste  a l a  exp resid n  IV .3 .2 ,
FIGURA IV .26 E volu e!6n  d e l logaritm o neperiano de K y erro r  ob ten id os -  
tr a s  e l  a ju ste  a l a  ex p res io n  IV .3.1 en fu n c i5 n  d e l l o g a r i t -  
mo neperiano d e l numéro de b a c te r ia s  i n i c i a l  a l que c o rres­
ponden. Las I fn e a s  con tin u as corresponden a la  p ro y eccio n  de 
l o s  a ju s te s  a l a  ezp res id n  IV .3*2 para lo s  cuatro grupos de 
d a to s  e s ta b le c id o s .  Se e s p e c i f ic a n  l a s  m u lt ip lic id a d e s  de in  
fe c c id n  (M .1 .) a que corresponden lo s  d atos a ju sta d o s .
FIGURA IV .27 E volu e!6n  d e l logaritm o  neperiano de K y e r r o r , procèdent e -  
de l o s  a ju s te s  in d iv id u a les  a l a  ex p res io n  IV .3 .3 ,  en fu n c io n  
d e l lo g a r itm o  neperiano d e l niimero de b a c te r ia s  i n i c i a l .  Las 
m u lt ip lic id a d e s  de in fe c c id n  a que corresponden se e s p e c i f i ­
can en e l  t e x t o .
FIGURA IV .23’ E volu e!on  en fu n cid n  d e l tiempo d e l logaritm o neperiano d e l -  
mîmero de p la ç a s  de l i s i s  co rresp on d ien te  a la s  m uestras s in  
f i l t r a r  (v er  te x to )  (corresponden  a l a s  mismas expeiiencdas de 
medida de fa g o s  l ib r e s  en fu n c id n  d e l tiempo que se m uestra -
en l a s  f ig u r a s  IV ,29 y IV ,3 0 ).
FIGURAS IV. 29 y IV .30 Logaritmo neperiano d e l mîmero de fa g o s  l ib r e s /m l y 
erro r  en fu n c id n  d e l tiem po. Las I fn e a s  con tin u as correspon­
den a l a s  p ro y ecc io n es  de lo s  a ju s te s  in d iv id u a ls s ( f ig u r a  -
IV .29) y s im u ltan eos ( f ig u r a  IV .3 0 ) a l a  ex p res io n  1 7 .3 .3 .
FIGURA IV . 31 Logaritmo neperiano d e l mîmero de b a c te r ia s  en fu n c i6 n  d e l -  
tiem po (p un tos) co rresp o n d ien tes  a l a  g en era cio n  te d r ic a  des­
c r i t a  en e l  te x to  para l a s  e f i c a c ia s  y m u lt ip lic id a d e s  de in -  
f e c c id n  que se in d ic a n . Las I fn e a s  con tin u as corresponden a l  
crec im ien to  b a cter ia n o  en a u sen c ia  de fa g o s..
FIGURAS IV. 32 y IV .33 Logaritmo neperiano d e l mîmero de b a c te r ia s  y erro r  
( *10^) en fu n c io n  d el tiem po. Las I fn e a s  d isco n tin u a s  corre^  
ponden a la s  p ro y ecc io n es  de l o s  a ju s te s  r s fe r id o s  en e l  te x ­
to  y la s  co n tin u a s a l  crec im ien to  b acterian o  en a u sen c ia  de -  
fa g o s .  La e f i c a c ia  te<5rica (Ef^^^) y a ju stad a  ( E f ^ )  que se -  
e s p e c i f i c a  en tod as e l l a s  perm ite id e n t i f i c a r ,  en l a  ta b la  -  
( lV ,9 ) ,  l a  s itu a c id n  i n i c i a l  de mîmero de fa g o s y b a c te r ia s  a 
que corresponden , a s f  como e l  v a lo r  d e l X o b ten id o .
FIGURAS IV .34 a IV . 36 Logaritmo neperiano d e l mîmero de b a c te r ia s  7  -
erro r  en fa n e io n  d e l tiem po. Las I fn e a s  con tin u as mues- 
tra n  l a  p royeccion  d e l a ju s te  r e fe r id o  en e l  t e x to .
La e f i c a c ia  te<5rica (E f^^^) es  l a  que corresponde a la s  
m u lt ip lic id a d e s  de in fe c c i6 n  a la s  que se r e a l iz d  l a  expe_ 
rim en tacid n . Se m uestran l o s  v a lo r e s  ob ten id os tr a s  e l  -  
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moL I V - »
V. 1 In-croduccion
31 p resen te  e e p itu lo  e s ta  ded ioad o, en su p rin era  p a r te , a l a  presen­
ta t io n  de lo s  r e su lta d o s  ob ten id os en la  in te r p r e ta c id n  de la  cinem ^tica  -  
d e l proceso  de l i s i s  de la  b a c te r ia  B. c o l i  por e l  fago  ^ u t i l i z a n
do e l  modèle propuesto  en e l  c a p itu le  I I I .  Bn l a  segunda parte d e l ca p itu ­
l e  d iscu tim o s la  v a lid e z  de lo s  r e s u ita d o s , as£  como l a s  v en ta ja s  e in co n -  
v e n ie n te s  que a n u estro  mode de v er  supone la  u t i l i z a c id n  d e l modelo d es-  
c r i t o  en l a  in te r p r e ta c id n  de lo s  p rocesos de l i s i s  de c a r a c t e r i s t ic a s  s i ­
m ila r  e s  a l  e s tu d ia d o .
Una parte de l e s  r e su lta d o s  o b ten id os en e s te  tr a b a jo , co n c re tamente 
l o s  co rresp o n d ien tes  a la  comprobacion exp erim en ta l de la s  h ip d te s is  funda 
m entales en la s  que se su sten ta n  lo s  c d lc u lo s  n u m ericos, a s i  como la  para- 
m etr iza c id n  de l a  curva de crec im ien to  b a c te r ia n o , se p resen taron  ya en e l  
c a p itu lo  IV. La razdn para e l l o  e s  que su v a lid e z  ha condicionado toda la  
param etrizacidn  propuesta  para e l  m odelo. E ste c a p itu lo ,  s in  embsmrgo, e s ta  
dedicado fundamentaim ente a l  a n a l i s i s  y comprobacidn de lo s  r e s u lta d o s , -  
que en forma de p r e d ic c io n e s , se han obten ido con e l  m odelo. Del e s tu d io  -  
de eimbos puede c o n c lu ir se  sobre l a  d e scr ip c id n  numdrica g lo b a l d e l proceso  
de l i s i s  b a cter ia n a  por fa g o s .
V.2 P resen ta c io n  y d isc u s io n  de r e su lta d o s
V .2.1 D atos ex p ér im en ta les .
Los r e su lta d o s  que presentarem os en se c c io n e s  p o s te r io r e s  han s id o  o^ 
te n id o s  u t i l iz a n d o  como soporte  exp erim en ta l la s  medidas de densidad d p t i -  
ca en fu n cid n  d e l tiem po, r e a liz a d a s  en c u l t iv e s  b a cter ia n o s  in fe c ta d o s  en 
d is t in t o s  nomentos de su ev o lu c id n  y con m u lt ip lic id a d e s  de in fe c c io n  tam- 
b ién  d if e r e n t e s .  Concretamen te  la s  in fe c c io n e s  se han lle v a d o  a cabo en -  
cuatro momentos d i s t in t o s  d e l crec im ien to  b a c te r ia n o , para cada uno de lo s  
c u a le s  se han considerado nueve m u lt ip lic id a d e s  de in fe c c io n .  Con e l l o  he-  
mos p reten d id o  d isp o n er  de una e s t a d i s t i c a  s u f ic ie n t e  para a n a liz a r  l a  in -
e l  proceso  de l i s i s .  En l a  ta b la  7.1 se  muestrsm. la s  s itu a c io n e s  i n i -  
c i a l e s  c o n c r e ta s , que corresponden a un t o t a l  de 36  curvas de l i s i s .  -  
Los momentos e le g id o s  para r e a l iz a r  la s  in fe c c io n e s  comprenden toda l a  
zona de crec im ien to  exp o n en cia l de l o s  c u l t iv e s  b a c te r ia n o s , y  c o n t i-  
tam bién en l a  zona p r e e s ta c io n a r ia  d e l  c re c im ie n to . Como veremos 
en l a s  f ig u r a s  7 .1  a 7 .3 6  que m uestran l a s  curvas de l i s i s ,  l a s  m u lti­
p l ic id a d e s  de in fe c c id n  e le g id a s  perm iten  U e g a r  a s itu a c io n e s  en la s  
que e l  crec im ien to  b a cter ia n o  a lca n za  practicam en te su l im it e  mazimo -  
en a u se n c ia .d e  fa g o s .  E sta  com binacidn de momentos j  m u lt ip lic id a d e s  -  
de in fe c c id n  perm ite ob ten er  s itu a c io n e s  ex p ér im en ta les  que van desde 
a q u e lla s  en l a s  que l a  densidad d p tic a  d e l c u l t iv e  no supera 1 . 0  tko/m l 
h a sta  a q u e lla s  o tr a s  en la s  que se  a lcan zan  v a lo r e s  d e l  orden de l o s  -  
co rresp o n d ien tes  a l  ntimero de b a c te r ia s  en l a  fa s e  e s ta c io n a r ia  d e l  -  
c r e c im ie n to . E sta s s itu a c io n e s  eztrem as son é q u iv a le n te s  a a q u e lla s  en  
l a s  que e l  f in a l  de l a  l i s i s  se con sign e pasadas de 6 a 13 h o r a s , apr^  
ximadamente, desde l a  in ic ia c id n  d e l  c u l t iv o .  E l ndmero de determ ina- 
c io n e s  de densidad d p tic a  por curva de l i s i s  v a r ia  dependiendo d e l t im  
po en que se  a lca n za  l a  e s ta b i l id a d  f in a l  y la s  d eterm in acion es se  han 
r e a liz a d o  a in t e r v a ls s  de tiempo que f lu c tu a n  en tre  13 y 60 m in u tes, se_ 
gtln fu eran  d ir e  c ta s  o r e q u ir ie se n  d ilu c id n .
Es in te r e sa n te  h acer n o ta r  l a  s is te m d tic a  segu id a  en l a  r e a l iz a c id n  
de la s  medidas ya que puede a fe c ta r  lig era m en te  la s  co n d ic io n es  e x p é r i­
m en ta les en que d s ta s  se han r e a liz a d o . Concretamen t e , l a  ev o lu c id n  de 
l a s  d en sid ad es d p tic a s  ha s id o  segu id a  a razdn de 3 d 4 curvas de l i s i s  
por d ia ,  y de'form a que tod as la s  r e a liz a d a s  en e l  mismo d ia  correspon­
den a c u l t iv o  s in fe c ta d o s  en e l  mismo moment o d e l c r e c im ie n to . En conse^ 
cu en cia  t a i e s  curvas proceden d e l  mismo in d cu lo  y podria  o c u r r ir  que hu 
b ie se  una mayor co m p a tib ilid a d  en tre  e l l a s  dada l a  s im il i tu d  de la s  con  
d ic io n e s  ex p ér im en ta les  de que p rov ien en . E l lo  im p lica  que la s  s e r ie s  -  
de cu rvas co rresp o n d ien tes  a l  mismo tiempo de in fe c c id n  se han lle v a d o  
a cabo, a l  menos, en t r è s  d ia s  d i s t in t o s  de exp erim en tacid n , y que la s  
c o rresp o n d ie n tes  a l a  misma r e la c id n  i n i c i a l  f a g o s - b a c te r ia  se haua rea­
l i z a d o ,  n ecesa r ia m en te , en d ia s  d if e r e n te s .  Aunque hemos procurado que 
l a s  c o n d ic io n e s  ex p ér im en ta les  fu esen  lo  mas semeja n te s  p o s ib le ,  podria
de in te r p r e ta o id n  de l o s  d a tos que en nada t ie n e n  que ver  con la  bon- 
dad d e l modelo numdrico p rop u esto .
Los v a lo r e s  de densidad d p tica  en fu n cid n  d e l tiem po, correspon­
d ie n te s  a cada curva de l i s i s ,  se  m uestran en la s  f ig u r a s  V. 1 a 7 .3 6  -  
en la s  que l a  ordenada m uestra e l  logsuritmo neperiano d e l mîmero de -  
b a c te r ia s .  La transform acidn  de l a  densidad d p tic a  en mîmero de b a cte­
r ia s  se  ha r e a liz a d o  a p a r t ir  de l a  r e la c id n  previam ente e s t  a b le  o id a  -  
e n tr e  ambas, segiln l a  ex p res id n  1 7 .2 .2  . Es con ven ien t e i n s i s t i r  en  que 
no se  ha o lv id ad o  l a  p o s ib il id a d  de que para tiem pos p o s te r io r e s  a l a  
in fe c c id n  p a rte  de l a  a b so rc id n  de lu z  s e a  deb ida a r e s t e s  c e lu le ires  -  
procèdent e s  de l a s  l i s i s  b a c te r ia n a s . Concretamente en e l  c a p ftu lo  I I I  
se  expuso la  forma en que d ich a  p o s ib il id a d  se  ha ten id o  en cuenta  pa^ 
ra l o s  c a lc u le s  num ericos r e a liz a d o s  por e l  m odelo. Es por e l l o  que en  
l a s  f ig u r a s  en l a s  que se p re se n tan curvas de l i s i s  aparece en e l  e je  
de ordenadas, ju n to  a l  In  d e l  mîmero de b a c t e r ia s ,  un a s t e r i s c o ,  que -  
in d ic a  que ademds de l a  ev o lu c id n  d e l  crec im ien to  b acter ia n o  se  e s td  -  
representando l a  p o s ib le  co n tr ib u c id n  de l o s  r e s to s  c e lu ia r e s  a la  den  
sid ad  d p tic a . D icha co n tr ib u cid n  e s  é v id e n te  que sd lo  puede estim a rse  
en fu n c id n  de l o s  v a lo r e s  que tome e l  pardmetro a tr a v e s  d e l cu a l se  — 
ha con sid erad o .
7 .2 .2  Tipos de a j u s t e s .
U tiliza n d o  l a  in fo im a cid n  exp erim en ta l r e fe r id a  se  han r e a liz a d o  -  
l o s  s ig u ie n te s  t ip o s  de a j u s t e s :
1 . -  A ju ste s  in d iv id u a ls s de cada curva de l i s i s  (36 a j u s t e s ) .  F igu ras  
7.1 a 7 .36 ..
2 . -  A ju stes  s im u lta n ées  por grupos de curvas de l i s i s  co rresp o n d ien tes  
a l  mismo momento de in fe c c id n  j  d i s t in t a  m u lt ip lic id a d  (4 a ju s te s  
de 9 curvas de l i s i s  cada u n o ). F igu ras 7 .3 7  a 7 .4 0 .
3*- A ju stes  s im u lta n ées  de grupos de curvas de l i s i s  de ig u a l  m u lt ip ly  
cidad  de in fe c c id n  y d i s t in t o  memento (9  a ju s te s  de 4 curvas cada 
u n o ). F iguras 7 .42 . a 7 .5 0 .
te n e f  r e la t iv e  a l  comportamiento de n u estra  d e sc r ip c id n  con la s  dos v_a 
r ia b le s  e x te r n es  que d e fin e n  e l  p ro ceso . Es d e c ir ,  con e l  nouento y la  
m u lt ip lic id a d  de l a  in fe c c id n .
a) Los a ju s te s  in d iv id u a ls s perm iten ob server s i  l a  d e scr ip c id n  de 
l a s  curvas de l i s i s  e s  adecuada independientem ente d e l estad o  i n i c i a l  
a l  que corresponden . De e s t a  forma e s  p o s ib le  d e te c ta r  s itu a c io n e s  en 
l a s  que s istem a tica m en te  l a  in te r p r e ta c id n  d e l proceso  no fu era  s a t i s -  
f a c t o r ia .  De l a  m1, sma forma se  pue den poner de m a n if ie s to  curvas de 1^  
s i s  en la s  que attn sien d o b ien  d e s c r i t a s ,  se  o b tien en  v a lo r e s  de l o s  -  
param etros muy d isc r e p a n te s  con l o s  ob ten id o s para e l  r e s to  de e l l o s .  
E ste t ip o  de a ju s te  in d iv id u a l perm ite ademas deterrainar h a sta  qud pun 
to  puede e x tr a e r se  in form acidn  sobre e l  p ro ceso , es  d e c ir ,  v a lo r e s  de 
l o s  pardmetros que se estim en  de u t i l id a d ,  a p a r t ir  de una lîn ica  curva 
de l i s i s .  Por o tra  parte l a  comparacidn de lo s  r e su lta d o s  ob ten id os -  
con l o s  co rresp o n d ie n tes  a lo s  a ju s te s  sim u ltan ées proporciona inform a  
cid n  sobre l a  v a lid e z  in te r p r e ta t iv e  d e l modelo euando se l e  proporcio^ 
nan d atos co rresp o n d ien tes  a s itu a c io n e s  expeirim entales que conducen a 
e v o lu c io n e s  d e l  proceso  muy d if e r e n t e s .  Es d e c ir ,  p odria  o cu r r ir  que en 
e l  modelo no se  hubieran considerado adecuadamente lo s  d i s t in t o s  fa c tu ­
r e s  que in f lu y e n  en l a  l i s i s ,  lo  que co n d u cir ia  a que hubiera s i t u a c io ­
nes i n i c i a l e s  que no se d e sc r ib ie r a n  sa t is fa c to r ia m e n te  en lo s  a j u s t e s .  
E ste e fe c to  s é r ia  d etecta d o  a l  comparar l a  capacidad d e s c r ip t iv e  d e l  mo 
d e lo , curva por cu rva , con l a  corresp on d !en te  a un grupo de curvas id en  
t i f i c a d a s  por un mismo v a lo r  de una de la s  dos v a r ia b le s  e:cternas d e l -  
proceso  de l i s i s .
b) Es im portante e s tu d ia r ,  no s o lo  l a  bondad de la  d e sc r ip c id n  ob t^  
nida con l o s  d if e r e n te s  t ip o s  de a j u s t e ,  s in o  también lo s  v a lo res  de -  
l o s  param etros que proporcionan . La com p atib ilid ad  de d ich os v a lo r e s  o 
en su caso  l a  dependencia con la s  v a r ia b le s  que d e fin en  e l  proceso in ­
forma tam bién, en mayor d e t a i l s ,  sobre l a  c a lid a d  in r e r p r e ta t iv a  d e l m,£ 
d elo  y en su caso sobre e l  o r ig en  de la s  d isc r e p a n c ia s .
c) Einalm ente y dado que l a  e s tr u c tu r a  d e l programa de m inim iza c id n  
numérica u t i l i z a d o  sd lo  perm ite a ju s ta r  15 parameuros, no es  p o s ib le  -
e s ta  f i n a l ! dad. y l o s  6 r e s ta n te s  son l o s  que in te r v ie n e n  en l a  in t e r ­
p re ta c id n  d e l p ro ceso . Es por e l l o  que l o s  a ju s te s  in d iv id u a le s  y s i -  
uniltaneos por grupos de ig u a l momento o m u lt ip lic id a d  de in fe c c id n  su^  
t i t u y e n ,  m ediante promedio de lo s  r e su lta d o s  y comprobacidn de la  des­
c r ip c id n  ob ten id a  con e l l o s ,  l a  in form acidn  que se ob tendrfa  d e l a ju s­
te  sim u ltan ée a tod as l a s  curvas de l i s i s .
Â co n tin u a cid n  p résen tâm es, en ta b la s  y  f ig u r a s ,  lo s  r e su lta d o s  o^  
te n id o s  con l o s  d i s t in t o s  t ip o s  de a j u s t e s .  En l a s  ta b la s  aparecen lo s  
v a lo r e s  de l o s  parém etros y  su er r e r  o b ten id o s en cada a j u s t e ,  para -  
l a s  s itu a c io n e s  i n i c i a l e s  de momento y  m u lt ip lic id a d  de in fe c c id n  que 
se  e s p e c if ic a n .  Âsimismo aparece la . r e la c id n  en tre  e l  v a lo r  d e l  X o^  
ten id o  y e l  mîmero de grades de l ib e r t a d ,  como in d ica d o r  de l a  bondad 
e s t a d f s t ic a  d e l a j u s t e .  En l a s  f ig u r a s  se  muestran en forma de l in e a s  
con tin u as l a  d e sc r ip c id n  ob ten id a  de lo s  d a tos ex p ér im en ta le s .
A co n tin u a c id n  présentâm es una d isc u s id n  g en era l de l o s  r e su lta d o s  
segu id a  de su a n a l i s i s ,  peurametro por param étré, de d ich o s v a lo r e s .  -  
Puede n o ta rse  que de tod os l o s  param etros cuya co n tr ib u c id n  se estim d  
apropiada en l a  co n fecc id n  de l a  d e sc r ip c id n  num drica, aqudl que co­
rresponde a l  p o s ib le  despegue de fa g o s  durante e l  proceso  de l i s i s  ha 
estad o  au sen te  de l o s  a ju s te s  con sid erad os d e f in i t i v e s .  La razdn e s  -  
que en to d o s lo s  a ju s t e s  p r e lim in a r e s , ta n to  en lo s  r e a liz a d o s  curva -  
por curva como en l o s  co rresp o n d ien tes  a grupos de cu rv a s, e l  paramè­
tr e  ha convergido a v a lo r e s  siem pre com p atib les con c e r o , e s  d e c ir ,  e l  
proceso  que in te r p r é ta  no e s  n e c e sa r io  para d e s c r ib ir  l a  l i s i s  en e l  -  
grade de aproxim acidn en e l  que trabajam os. Una ev a lu a c id n  d e l modelo 
a travd s de l a  comprobacidn de sus p r e d ic c io n e s  f in a l i z a  e l  c a p itu le  -  
de r e s u lta d o s .
7 .2 .3  D iscu sid n  de r e s u lta d o s  (A ju stes  in d iv id u a le s ) .
En la s  f ig u r a s  7,1 a 7 .3 6  se m uestran lo s  d atos exp érim en ta les  co­
r resp o n d ien tes  a la s  curvas de l i s i s ,  ju n te  a l a s  p ro y eccio n es de l o s  
a ju s te s  in d iv id u a le s  en cada una de e l l a s .  Puede ob servarse  que e l  re-
Las ta b la s  V.2 a 7 .5  m uestran lo s  v a lo re s  o b ten id o s p a ra  l o s  p a r a -  
metœs en cada uno de lo s  a ju s t e s  r e f e r id o s ,  a s i  como e l  v a lo r  d e l  -  
X^/î3D (HD= numéro de grados de l ib e r ta d )  peura cada uno de l o s  n fn im os . 
La buena in te r p r e ta c id n  de l o s  d atos queda c ifr a d a  en que e l  v a lo r  n e -  
d io  d e l c o c ie n te  x /I3D e s  aproximadamente 0 .3 ,  muy cercano  a su v a lo r  
mas probable caso de que la  d e sc r ip c id n  sea  realm ente l a  dpxima. En re^ 
1 a cid n  con lo s  v a lo r e s  o b ten id o s para lo s  parâm etros se observan f lu c -  
tu a c io n e s , c a s i  siem pre acord es con lo  esperado ten ien d o  en cuenta lo s  
er ro re s  o b ten id o s . Sdlo en a lgd n  caso lo s  d atos exp érim en ta les  no han 
perm it!do converger a un mfnimo f ia b le  debido fundamentalmente a que -  
l a  in fe c c id n  ha ten id o  lu g a r  c er c a  d e l maximo de l a  curva de crecim ien  
to  b acter ian o  y ,  con secu en tem en te, l a  s e n s ib i l id a d  de lo s  d a tos a lo s  
param etros de l a  l i s i s  e s  muy pequena. Un a n a l i s i s  mas d e x a l la d o  de -  
l o s  r e su lta d o s  o b ten id o s parametro por parametro es  e l  s i g u i e n û e :
-  Tiempo de gen eracid n  d e l  fago  (T.G-. ) .  Los v a lo r e s  ob ten id os o s c i la n  
en torno a 53 m inutos sa lv o  para a q u e llo s  c a s o s , ya r e f e r id o s , que no 
perm iten de term in er d icho parametro con s u f ic ie n t e  f ia b i l id a d ,  en aju_s 
t e s  in d iv id u a le s .  La s e n s ib i l id a d  media con una u n ica  curva de l i s i s  -  
en l a  d eterm in acién  d e l param etro, e s  d e c ir  e l  e r r o r , es  d e l orden de
m in u tes, en acuerdo aproxLmado con l a s  f lu c tu a c io n e s  observadas en -  
l o s  r e s u lta d o s . Uo pairece e x i s t i r  dependencia s is te m a t ic a  de lo s  v a lo ­
r e s  ob ten id o s n i con e l  tiempo de in fe c c id n  n i con la  m u lt ip lic id a d .
-  Parametro. que d esc r ib e  l a  aproxim acidn de fa g o s  a b a c te r ia s  ( x ) . Es 
d ste  un parametro que flucttCa notablem ente de a ju s te  a a j u s t e , aunque 
su erro r  e s  grande hacien d ose com patib le con cero en la  mayor parte de 
l o s  a j u s t e s .  Uaturalm ente que e l  v a lo r  cero no t ie n e  s ig n i f ic a c id n  bio_ 
I d g ic a ,  pero n u estra  a firm acid n  e s  para in d ic a r  que la  s e n s ib i l id a d  de 
l o s  a ju s t e s  in d iv id u a le s  a l  v a lo r  de e s t e  parametro es  muy pequena y -  
que, por tem to , no puede determ inarse m ediante e l  a ju s te  a una u n ica  -  
curva de l i s i s .  Uo o b sta n te  su v a lo r  medio (4 ) es co m p a tib le  con e l  0^  
te n id o  m ediante l a  experim entacid n  p a r c ia l  expresamenûe r s a l i z a d a  p a ra  
l a  determ inacidn  d e l param etro, d e s c r ita  en 1 7 .3 .
t lb l e S f  no se p resen ta n  tampoco c o r r e la c lo n e s  c la r a s  con l a s  dos varia , 
b le s  d e l proceso de l i s i s  y  su v a lo r  medio e s  3 2 .
-  Absorcidn de lu z  de l o s  r e s to s  c e lu la r e s  (DO^). Es e s te  un pardmetro 
que pretende determ inar l a  r e la c id n  en tre  l a  ab sorcid n  de lu z  para una 
membrana producto de l a  e z p lo s id n  b a cter ia n a  y l a  b a c te r ia ,  naturalm en  
t e  en prom edio. Los r e su lta d o s  o b ten id o s proporcionan un v&uLor medio -  
de 7 ± 3 que e s  en e f e c to  s ig n if ic a t iv a m e n te  d ife r e n te  de c e r o , pero  
muy pequeno. Quiere e e to  d e c ir  que l a  d e sc r ip c id n  d e l proceso de l i s i s ,  
segu id o  m ediante l a  medida de d en sid ad es d p t ic a s ,  n e c e s ita  te n e r  en — 
cuenta  una pequena co rrecc id n  debida a  l a  ab sorcid n  de lu z  de lo s  r e s ­
to s  c e lu la r e s .  Los v a lo r e s  d e l parametro no p resen ta n  c o r r e la c id n  espe^ 
c i a l  alguna con l a s  v a r ia b le s  que d e fin e n  e l  proceso  de l i s i s .
-  Absorcidn de fa g o s  a r e s to s  c e lu la r e s  ( M.E. ) .  E l s ig n if ic a d o  d e l -
parametro ha s id o  convenientem ente d e s c r lto  en e l  c a p ftu lo  I I I ,  pero -  
l o s  v a lo r e s  ob ten id o s in d ic a n  su co m p a tib ilid a d  con cero dentro de l o s
e r r o r e s  d e l a j u s t e , cuyo orden e s ,  para cada una de la s  cu rv a s, de -
aproximadamente e l  20% de l a  capacidad de adherencia  de l o s  fa g o s  a -  
l a s  b a c te r ia s .  Por ta n to  e s  p o s ib le  p r e s c in d ir  d e l  param etro, sabiendo  
que n u estra  d e sc r ip c id n  d e l proceso  de l i s i s  no n e c e s i ta  co n sid era r  e l  
e fe c to  que in te r p r é ta .
-  P o rcen ta je  de fa g o s  " p oten tes" . Puede ob servarse  que para todos lo s  
a j u s t e s  o b ten id o s , e l  v a lo r  d e l parametro o s c i la  en to m o  a l 30^ con -  
una s e n s ib i l id a d  aproximada d e l 10$ ,  l o  que im p lica  un tamano r e a l  de 
e z p lo s id n  r e a l ,  en e l  s e n tid o  de d e te c ta b le  m ediante l o s  mdtodos expé­
r im e n ta le s  u t i l i z a d o s ,  de 16 . ITo o b sta n te  e s  con ven ien te  hacer n o ta r ,  
y  a s £  l o  destacarem os p o ste r lo r m e n te , qua e l  v a lo r  de d icho parametro 
e s t é  faertem en te  co rre la c io n a d o  con e l  corresp o n d ien te  a l  tamano de l a  
e x p lo s ld n  de t a l  forma que su su p re s id n , atin a fectan d o  a l a  bondad de 
l a  d e sc r ip c id n  ex p er im en ta l, hace con verger e l  tamano de l a  e x p lo s id n  
a v a lo r e s  com p atib les con lo  que hemos denominado tamano de e x p lo s id n  
r e a l .
gra n d es, esp ec ia lm en te  en alguno de e l l o s .  E sto  e s  in d ic a t lv o  de que -  
con una iln ica  curva de l i s i s  no se t ie n e  s e n s ib i l id a d  s u f ic ie n t e  para  
determ inar con f ia b i l id a d  lo s  param ètres que d e fin e n  un modelo num éri- 
co com plejo como e l  p rop u esto . Por e s ta  razdn , y para a n a liz a r  mas d e-  
tenidam ente l a  dependencia de l o s  param etros con l a s  v a r ia b le s  de l a  -  
l i s i s  hemos r e a liz a d o  a ju s te s  s im u lté n e o s , agrupando a q u e lla s  curvas -  
que corresponden a un mismo v a lo r  de eu a lq u iera  de la s  dos v a r ia b le s ,  
momento y m u lt ip lic id a d  de l a  in fe c c id n . Los r e su lta d o s  de t a i e s  a ju s­
t e s  y  su d isc u s id n  se  p resen ta n  en lo  que s ig u e .
1 7 .2 .4  D iscu sid n  de r e su lta d o s  (A ju stes  s im u ltén eo s a grupos de cur­
vas de l i s i s  de ig u a l  momento de in f e c c id n ) .
Los cuatro momentos de in fe c c id n  e le g id o s  son lo s  co rresp o n d ien tes  
a d en sid ad es d p tic a s  de 0 . 3 , 1 . 0 , 2 . 0  y  3*0  un idades d p tic a s  por m i l i -  
l i t r o  y  para cada uno de e l l o s  se han determ inado experim entalm ente -  
nueve curvas de l i s i s ,  con co n cen tra c io n es  que varfan  desde 1 fago  por 
b a c te r ia  h a sta  1 fago  por 14580 b a c te r ia s .  La r e la c id n  d ec id id a  para -  
l a s  m u lt ip lic id a d e s  e s  t a l ,  que para cada momento de l a  in fe c c id n , e l  
mîmero de fa g o s  in tro d u c id o s  v a r fa  de una a o tra  en un fa c to r  3 , sa lv o  
l a  m u lt ip lic id a d  l / l .
Las f ig u r a s  7 .3 7  a 7 .4 0  m uestran l a s  p ro y ecc io n es  de l o s  m ejores -  
a ju s te s  sup erpu estas a lo s  d a to s ex p ér im en ta les  y en l a  ta b la  7 .6  apa­
recen  l o s  v a lo r e s  de l o s  param etros para e l  mfnimo, ju nto  con lo s  -
X /QD obten idos.- La r e la c id n  media X /HD es  muy cercana a 1 (0 .94  ) ,  
l o  que in d ic a  una adecuada d e sc r ip c id n  de l o s  d a to s e x p ér im en ta le s . E l 
mismo v a lo r  para cada. s e r ie  de curvas es  t a l  que puede c o n s id era rse  s^  
t i s f a c t o r i a  su d e sc r ip c id n . La in te r p r e ta c id n  de l o s  d a tos es  también  
razon ab le observando la s  f ig u r a s  7 .3 7  a 7 .4 0 . Como es  I d g ic o ,  lo s  erro, 
r e s  en l o s  param etros han dism inuido de manera que l a  s e n s ib i l id a d  en 
su determ inacidn  ha aumentado notab lem en te. En p a r t ic u la r , e l  paramè­
tr e  que in te r p r é ta  l a  aproxim acidn de lo s  fa g o s  a la s  b a c te r ia s  es  ya  
s ig n if ic a t iv a m e n te  d i s t in t o  de c e r o , para una p arte de l o s  grupos de -
con c e r o , ahora con s e n s ib i l id a d e s  d e l orden d e l 10$. E ste hecho e s  in  
d ic a t iv o  de que a n u estro s  n iv e le s  de aproxim acidn, lo s  fa g o s  no p are-  
cen ad h er irse  a l o s  r e s to s  c e lu la r e s .  3s im portante d esta ca r  que l o s  -  
r e su lta d o s  en e s to s  a ju s te s  son muy com patib les en tre  s£ y e s t a b le s ,  -  
l o  que l e s  proporciona una a l t a  f ia b i l id a d .  La bondad de l o s  a ju s t e s  -  
empeora muy lig era m en te  de co n sid era r  la s  curvas de l i s i s  a is la d a s  a -  
c o n s id e r a r la s  agrupadas por v a lo r e s  de momento de in fe c c id n . E ste hecho 
da confiauiza en que e l  modelo d e scr ib e  apropiadamente l o s  datos ezp er^  
m en tales independientem ente de l a  v a r ia b le  momento de in fe c c id n , fund^  
m ental en e l  p roceso  exp erim en ta l en c u e s tid n . Conviene hacer re fe r e n ­
d a  a  que l a  m atriz de c o r r e la c id n  de pairametros para cada una de l a s  
m in im izacion es (no mostrada en ninguna t a b la ) , in d ic a  una fu e r te  corre  
la c id n  en tre  lo s  param etros r e p r e s e n ta t iv e s  d e l tamano de l a  e x p lo s id n  
y d e l p o rcen ta je  de " p o ten c ia lid a d " de lo s  fa g o s  en l a  in fe c c id n . Aun­
que l a  in te r p r e ta c id n  de l o s  d atos exp érim en ta les  parece n eces i t a r  de 
e s t e  TÎltimo parém etro, l a  fu e r te  c o r r e la c id n  in d ica d a  no perm ite te n e r  
una muy a l t a  f ia b i l id a d  en su n e ce s id a d , que convendrfa comprobar expe^ 
rim en ta im en te. Més a d ela n te  volverem os a d i s c u t ir  e l  e fe c to  d e s c r i t o ,  
encuadrandolo en l a  b ib l io g r a f fa  apropiada que proporciona comprobacio^ 
n és e x te m a s  a n u estro  tr a b a jo . Lo que s f  puede a firm arse como e s ta b le  
y n e c e sa r io  son l o s  v a lo r e s  d e l tamano "reeü." de l a  e x p lo s id n , que s e -  
rén  d is c u t id o s ,  ju nto  a l o s  de lo s  o tr o s  param etros esen c ia d es  d e l mo­
d e lo ,  a l  f in a l  d e l c a p ftu lo . La f ig u r a  7.41 m uestra la  v a r ia c id n  de -  
l o s  v a lo r e s  de l o s  param etros ob ten id os con l a  v a r ia b le  momento de in ­
fe c c id n  con o b je to  de e s tu d ia r  p o s ib le s  c o r r e la c io n e s . E stas no p a re-  
cen  e x i s t i r ,  s ien d o  todos e l l o s  co m p a tib les. Quizas e l  tamano de la  ex  
p lo s id n  m uestra una l ig e r a  ev o lu c id n  d escen d en te , cuando aumenta e l  -  
tiem po a l  que t ie n e  lu g a r  la  in fe c c id n . S in  embeurgo, no puede afirm arse  
que e x i s t a  una r e la c id n  en tre  e l  tamano de l a  ex p lo s id n  y e l  momento -  
de in fe c c id n , dado que l a  ev o lu c id n  observada no puede co n sid era r se  -  
s i g n i f i c a t i v e .  La p o s ib le  c o n sta ta c id n  de e s te  e fe c to  r e q u e r ir fa  l a  d^ 
term in acid n  de lo s  v a lo r e s  d e l parametro con mayor s e n s ib i l id a d .
En e s ta  se c c id n  presentam os l o s  r e su lta d o s  o b ten id o s a l  a ju s ta r  -  
l o s  nueve grupos de cuatro curvas que corresponden a p rocesos de l i s i s  
in d u cid o s  con ig u a l con cen tracid n  r e la t iv e  i n i c i a l  de fa g o s ,  pero a di, 
f e r e n te s  momentos de l a  in fe c c id n . Cada uno de l o s  grupos e s ta  c o n s t i -  
tu fd o  por cu atro  cu rv a s. EL modelo u t i l i z a d o  en l a  d e sc r ip c id n  es e l  -  
m-i amn que en l o s  a j u s t e s  p r e c e d e n te s . Las f ig u r a s  V.42 a V.S^ m uestran  
l a s  p ro y ecc io n es  de l o s  m ejores a j u s t e s ,  grupo por grupo, ju nto  a l o s  
v a lo r e s  ex p ér im en ta les  determ inados para cada curva de l i s i s  de cada -  
grupo. En l a  ta b la  7 .7  ap arecen , de ig u a l  forma que en  lo s  ca so s  prece^ 
d e n te s ,  l o s  v a lo r e s  dptim os de l o s  parém etros paura lo s  mfnimos o b te n i-  
dos a s f  como su erro r  y e l  v a lo r  de l a  cantidad  x /M ), in d ic a t iv a  de 
l a  bondad d e l a j u s t e .  A p a r t ir  de l a s  f ig u r a s  y l a  ta b la  puede deducir, 
se  que l a  d e s c r ip c id n , aunque lig era m en te  in f e r io r  en promedio a l a  de 
l o s  a ju s te s  in d iv id u a le s  e in c lu so  a l a  de l o s  a ju s te s  corresp on d ien ­
t e s  a grupos con e l  mismo momento de l a  I n fe c c id n , e s  no o b sta n te  razo,
n a b le  y puede a d m itir se  como e sta d fs t ic a m e n te  s a t f s f a c t o r ia  ( e l  v a lo r
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medio de l a  can tid ad  x /in ) e s  1 .0  ) .  Quizas e l  v a lo r  de x ha em—
peorado lig era m en te  por ev en tu a le s  pequenos cambios en l a s  co n d ic io n es  
ex p ér im en ta les  dada l a  form a, ya d e s c r i t a ,  en que se  m id ieron  la s  cur­
vas de l i s i s .  ITo o b sta n te  d ich o s cambios son e s ta d fs t ic a m e n te  In ap re-  
c ia b le s .
En r e la c id n  con lo s  v a lo r e s  de l o s  param etros l o s  r e su lta d o s  mues­
tr a n  una co m p a tib ilid a d  en tre  s f  y  tam bién con a q u e llo s  corresp on d ien ­
t e s  a l o s  a ju s te s  ya d e s c r i t o s .  Los er ro re s  en l o s  param etros son mas 
pequenos que l o s  co rresp o n d ie n tes  a l o s  a ju s te s  in d iv id u e lle s  aunque l a  
p r e c is id n  con segu id a  no p erm ite , para alguno s  de e l l o s ,  determ inar s ig , 
n if ic a t iv a m e n te  su v e lo r .
La f ig u r a  7 .5 t  m uestra e l  comportamiento de l o s  veü.ores dptim os de 
l o s  param etros con l a  veuriable d e l proceso  que in d ic a  l a  con cen tracid n  
r e la t iv a  de fa g o s . Uo se observa ev o lu c id n  alguna a p re c ia b le  que in d i­
que l a  e x is t e n c ia  de c o r r e la c io n e s .
d e sc r ip c io n e s  de l o s  d a to s , v a lo r e s  de lo s  param etros en acuerdo con -  
l o s  r e su lta d o s  a n te r io r e s  y a u se n c ia  de e f e c to s  s i s t e n a t ic o s  que po- 
drfan  a fe c ta r  a l a  f ia b i l id a d  d e l modelo te d r ic o  u t i l i z a d o .  A continua, 
c id n  presentam os una d isc u s id n  sobre l o s  v a lo r e s  de lo s  param etros mas 
r e p r e s e n ta t iv e s  y una comprobacidn exp erim en ta l p a r c ia l  e in d iv id u a l i -  
zada de d ich os v a lo r e s ,  sdlam ente para l o s  param etros mas im p o rta n tes, 
que son a su vez l o s  més a c c e s ib le s  a d icho t ip o  de experim entacidn .
V .2 . 6 D iscu sid n  g e n er a l y  comprobacidn exp erim en ta l de l o s  r e su lta d o s ,
Puesto que n u estro  programa de m in im izacidn  no p erm itfa  e l  a ju s te  
de mas de 9 curvas sim ultaneam ente, l o s  v a lo r e s  f in a le s  de lo s  parame­
t r o s ,  r e p r e s e n ta t iv e s  de lo  que s e r fa  un a ju s te  g lo b a l a la s  36 curvas 
de l i s i s ,  han s id o  estim ados como promedio de lo s  o b ten id os en lo s  -  
a ju s te s  a lo s  4 grupos de ig u a l  momento de in fe c c id n .  E ste  c a lc u le  es  
razon ab le  dada l a  co m p a tib ilid a d  de l o s  r e su lta d o s  en d ich os a j u s t e s .  
Los v a lo r e s  o b ten id o s para l o s  param etros, con lo s  erro res  e s t a d f s t i— 
c e s  c o r r e sp o n d ie n te s , aparecen a co n tin u a c id n :
1 -  Tiempo de gen eracid n  d e l fago s 53 4r 2 min
2 -  V elocidad de aproxim acidn fa g o -b a c te r ia  = (5 .5  ± 1 .7)x10"^ m l/m in
3 -  Tamano de l a  e x p lo s id n  b a cter ia n a  = 31 ± 1 fa g o s /b a c te r ia
4 -  P orcen ta je  de ab sorcid n  de lu z  de l o s  r e s to s  c e lu la r e s  = 6 .5  0 .5
( r e la t iv e  a l a  ab sorcid n  de b a c te r ia s )
5 -  P orcen ta je  de fa g o s  aproximados a r e s t o s  c e lu la r e s  = 0 .0 7  ± 0 .0 4
( r e la t iv e  a l a  aproxim acidn de b a c te r ia s )
6 -  F a c to r  de " p oten cia lid ad "  = 0 .4 7  -  0 .02
Puede ob servarse que de todos e l l o s  e l  param etros que in te r p r é ta  -  
l a  aproxim acidn de fa g o s  a r e s to s  c e lu la r e s  e s  com patib le con cero en  
menos de 2 d e sv ia c io n e s  t f p i c a s ,  considerando sd lo  e l  erro r  e s t a d f s t i -  
0 0 , l o  cu a l es  in d ic a t iv e  de que t a l  parametro no es  im p re a c in d ib le , -
t e s  de la s  e x p lo s io n e s  b a c te r ia n a s . (Experim entaim ente se  han r e a l iz a ­
do d eterm in acion es d e l niîmero de fa g o s  l ib r e s  en fu n c id n  d e l tiempo en 
su sp en s!ones de fa g o s  y membranas c e lu la r e s  preparadas segdn e l  m eto- 
do de ï ïe id e l  e t  a l  ( i9 6 0 ) .  Despuds de 40 m inutos no se observaron d i s -  
m inuciones en e l  numéro de fa g o s  su p er io re s  a l  10$  d e l v a lo r  i n i c i a l ) .
E l parametro que in te r p r é ta  l a  fr a c c id n  r e la t iv a  en tre  l a  absor­
c id n  de lu z  de l o s  r e s to s  c e lu la r e s  y l a s  b a c te r ia s  e s ,  aunque pequeno, 
6$ ,  s ig n if ic a t iv a m e n te  d i s t in t o  de c e r o , y  n u estro  modelo parece n e c e -  
s i t a r l o  para una d e sc r ip c id n  e s ta d fs t ic a m e n te  s a t i s f a c t o r ia  de lo s  da­
to s  ex p ér im en ta le s . S in  embargo e l  hecho de que su v a lo r  sea  pequeno — 
im p lica  que en una prim era aproxim acidn, e s  d e c ir ,  cuando se  e s tu d ia  -  
una d n ica  curva de l i s i s ,  su e f e c to  e s  d esech a b le .
Q uizés lo s  param etros con s ig n i f ic a c id n  b io ld g ic a  mayor son l o s  re  
l a t iv o s  a l  tiempo de gen eracid n  d e l fa g o , e l  tamano de l a  e x p lo s id n  -  
b a c te r ia n a , e l  p o rcen ta je  de fa g o s  p o te n te s  y  l a  v e lo c id a d  d e l p roceso  
de aproxim acidn d e l fago  a l a  b a c te r ia .  Todos e l l o s ,  a excep cid n  d e l  -  
p o rcen ta je  de fa g o s  p o te n te s , son comprob ab ies con l o s  mdtodos ex p é r i­
m entales que hemos u t i l i z a d o .  En c o n c r e te , para l a  determ inacidn  expe­
rim en ta l d e l tiempo dé gen eracid n  y  e l  teunano de l a  e x p lo s id n  y con o,b 
j e to  de probar l a  v a l id e z  de l o s  r e su lta d o s  o b te n id o s , hemos u t i l iz a d o  
e l  mdtodo expuesto  en I I .  10 . D e  acuerdo con e l , l a  f ig u r a  V.52 -
m uestra l e s  v a lo r e s  d e l mîmero de b a c te r ia s  in fe c ta d a s  en fu n cid n  d e l  
tiem po, para un in te r v a lo  inm ediatam ente p o s te r io r  a l a  in fe c c id n . Es­
t e s  v a lo r e s  perm iten  determ inar l o s  dos parém etros r e fe r id o s  de l a  for, 
ma s ig u ie n te :
-  Puede ob servarse  que inm ediatam ente despuds de l a  in fe c c id n  e l  mime— 
ro de b a c te r ia s  permanece aproximadamente co n stcm te , y que a p a r t ir  de 
40 min crece  exponencialm ente h a sta  55 m in, momento en que v u e lv e  a e^  
ta b iliz e u r se . S sto  qu iere d e c ir  que la s  e x p lo s io n e s  b a cter ia n a s  han t e ­
nido lu g a r  en e l  in te r v a lo  40-55 m inutos r e f e r id o ,  l o  que proporciona  
un tiempo de generacid n  aproxi,mado de 47 -  4 min. (E l erro r  ha s id o  e,s 
timado de forma aproxlmada y s in  e s tu d ia r  en d é t a i l s  l a s  con v o lu c io n es
t e r la s  e zp lo ta n  tr a s  e l  mismo tiempo de g en era cid n , s in o  que e x i s t i r a  
un v a lo r  promedio 7  una d isp e r s id n  en torno a d icho v a lo r . E l v a lo r  o^  
te n id o  con e s t e  t ip o  de experim entacidn  p a r c ia l e s  com patib le dentro -  
de poco mas de una d e sv ia c id n  t f p ic a  con e l  que nos proporciona e l  mo­
d e lo  numerico in te r p r e ta t iv e  de l a  l i s i s ,  s ien d o  in d ic a t iv e  de su vero, 
s i m i l i tu d .
-  La r e la c id n  en tre  e l  mîmero de b a c te r ia s  en l a  fa s e  p o s te r io r  a su -  
crec im ien to  7  e l  co rresp o n d ien te  a l a  f a s e  a n te r io r ,  nos proporciona -  
e l  tamano de l a  e x p lo s id n . Ahora b ie n , d icho tamaSo de l a  e x p lo s id n  se  
r e f ie r e  a a q u e lla  fr a c c id n  de l o s  fa g o s  que procediendo de e l l a  son ca  
p aces de provocar in fe c c io n e s  p o s t e r io r e s ,  e s  d e c ir ,  l o  que hemos l i a — 
mado fa g o s  p o te n te s . D icha r e la c id n  debe s e r  en ton ces comparada con e l  
producto de l o s  v a lo r e s  o b ten id o s para e l  tamano de l a  e x p lo s id n  d e l -  
fago  y  e l  p o rcen ta je  de fa g o s  p o te n te s . U tiliz a n d o  l o s  v a lo r e s  propor- 
cion ad os por e l  m odelo, obtenemos 13 ^ 1 y  s i  se c a lc u la  l a  r e la c id n  — 
a n tes  r e fe r id a  sobre l o s  v a lo r e s  que aparecen en l a  f ig u r a  V .31 , se  o,b 
t ie n e  19 t  4 , p erfectam en te com patib le con e l  a n te r io r ,  l o  que de n u e-  
vo comprueba l a  v a lid e z  de n u estro  m odelo.
Es in te r e sa n te  i n s i s t i r  en que auhque e l  erro r  e s t a d f s t ic o  que se  
o b tie n s  en e l  parametro que in te r p r é ta  e l  p o rcen ta je  de fa g o s  p o te n te s  
es  pequeno, d icho parém etro, de acuerdo con l a  m atriz  de c o r r e la c id n  -  
que proporcionan lo s  a j u s t e s ,  e s ta  estrecham ente co rre la c io n a d o  con e l  
parametro que in te r p r é ta  e l  tamano de l a  e x p lo s id n . Una v a r ia c id n  en -  
uno de lo s  dos proporciona un mfnimo para e l  o tro  de forma que e l  pro­
ducto de ambos e s  siem pre aproximadamente 13. E ste  q u iere d e c ir  que -  
aunque n u estro  modelo parece n e c e s ita r  e l  parametro " p orcentaje de fa ­
gos p o ten tes"  para in te r p r e ta r  l o s  d a to s , no tenemos l a  seguridad que 
p rop orcion a  e l  e r r o r  e s t a d f s t ic o  de que b io ld g icam en te  e s  a s f  e l  proce, 
30. S in  embargo, y aunque no hayamos hecho comprobacidn exp erim en ta l — 
p a r c ia l  d e l param etro, e s ta  en acuerdo con lo s  v a lo r e s  c ita d o s  en l a  -  
b ib l io g r a f f a .  Concretamente l a  determ inacidn  d e l p o rcen ta je  de fa g o s  -  
Lambda "potentes"  proporciona segdi Karamata et al.(l962)m valor de 0 .5  apro­
ximadamente. Es por e l l o  que s in  o lv id a r  l a  fu e r te  c o r r e la c id n  d étecta .
co n sid era rse  con s ig n i f i c a c id n .  Bn r e la c id n  con e l  parametro que in t e r  
p rêta  la  aproxim acidn de fa g o s  a b a c te r ia s  su v a lo r  e s  com patible con 
e l  que se determ ind experim entalm ente m ediante e l  metodo d e s c r ito  en -
1 7 .3  . Aunque t a l  metodo por U t i l i z e r  e x tr a p o la c io n e s  proporcione -
er ro re s  muy grandes y l a  comprobacidn que aporte sea  im p rec isa .
En resumen, e l  modelo d e s c r ito  ha in te r p r e ta d o  s a t is fa c to r ia m e n te  
l o s  d a tos exp ér im en ta les  co rresp o n d ien tes  a 36  curvas de l i s i s  o b ten i— 
das m ediante medidas de densidad d p t ic a . Su form ulacidn  en tdrm inos -  
de param etros con con ten id o  b io ld g ic o  ha p erm itid o , m idiendo algunos -  
de e l l o s ,  v e r i f i c a r  su v a l id e z .
Finalm ente queremos h acer r e fe r e n c ia  a la s  p o s ib il id a d e s  de a p lic a  
cid n  que o fr ec e  e l  m odelo. Aunque aigunas de e l l a s  req u ieren  l ig e r a s  -  
m o d if ic a c io n e s , su in tro d u cc id n  en l a  p aram etrizacid n  d e s c r ita  es  r e l^  
tivam ente s im p le .
Una de la s  a p lic a c io n e s  in m ed ia ta s , de u t i l id a d  en a q u e llo s  proce­
so s  cuya f in a lid a d  sea  l a  ob ten cid n  de fa g o s  en co n d ic io n es  p rep a ra ti­
v e s ,  e s  l a  determ inacidn  d e l momento y m u lt ip lic id a d  de l a  in fe c c id n  — 
iddneos para una o p tim iza c id n  en e l  rendim iento f in a l  de fa g o s . En e l  
caso que nos ocupa, y  p u esto  que en su esta d o  a c tu a l e l  modelo propor­
cio n a  l a  ev o lu c id n  con e l  tiem po d e l mîmero de fa g o s ,  hemos podido ob— 
serv a r  d ife r e n c ia s  en l o s  ren d im ien tos f in a le s  en un f a c to r  1 0 .
Pensamos que l a  form ulacidn  d e s c r ita  e s  g en era l y por ta n to  a p lic ^  
b le  a o tr o s  p ro ceso s  de l i s i s  en l o s  que e l  fago  y l a  b a c te r ia  tengan  
c i c lo s  de v id a  semeja n te s  a l o s  de l o s  e s tu d ia d o s . Es d e c ir ,  b a c te r ia s  
y fa g o s  de c i c lo  I f t i c o ,  crec ien d o  en s is tem a s  cerra d o s , en medio l i ­
quid o .
Otra p o s ib le  u t i l i z a c id n  d e l modelo e s  e l  e s tu d io  de lo s  e f e c to s  -  
cau sad os, ta n to  a l  fago  como a l a  b a c te r ia ,  por d iv e r so s  tra ta m ien to s  
7  co n d ic io n es  am bienta i e s .  Por ejem plo puede pensarse que l a  ad sorcid n  
d e l  fago  a b a c te r ia  e s ta  cond icionada por fa c to r e s  como l a  p resen c ia  -  
de c a t io n e s  d iv a le n tes  (üg^^, Mn" )^ s in  a fe c ta r  a o tra s  fa s e s  d e l pro-
ner l a s  co n d ic io n es  am b ien ta les que cambian e l  tiem po de gen eracid n  de l a  
b a c te r ia ,  Bs conocido que a lgu n os a n t ib id t ic o s ,  ailn no sien d o  e s p e c i f ic o s  
de fa g o s ,  en c i e r t o s  rangos de con cen tracid n  pueden e je r c e r  un e f e c to  se ­
l e c t i v e  en tre  e l  fago  y l a  b a c te r ia  hudsped. T a les e f e c t o s ,  por ejem plo -  
e l  d escen so  en e l  tamano de l a  e x p lo s id n , podrfan se r  evaluados con l a  -  
d e sc r ip c id n  numdrica ex p u esta .
TABLA V.1 Momentos y m u lt ip lic id a d e s  de in fe c c id n  co rresp o n d ien tes  a 36 
curvas de l i s i s .  Cada s itu a c id n  exp erim en ta l co n creta  de momen 
to y m u lt ip lic id a d  de in fe c c id n  t ie n e  asignado un mîmero, que 
aparece en tre  p a r d n te s is ,  y  que f a c i l i t a  su p o s te r io r  id e n t i f y  
ca c id n  en l a s  f ig u r a s  7 .3 7  a 7 .4 0  y  7 .42  a 7 .5 0 .
TABLAS 7 .2  a 7 .5  B esu lta d o s de l o s  a ju s te s  in d iv id u a le s  ob ten id os para -  
l a s  36 curvas de l i s i s .  En tod as e l l a s  a p a rece , para cada mul­
t ip l i c id a d  de in fe c c id n  ( M . I . ) ,  l o s  v a lo r e s  dptim os de l o s  p a-  
rém etros: tiempo de gen eracid n  d e l fago  ( T . G . ) ,  v e lo c id a d  de -  
aproxim acidn fa g o -b a c te r ia  (^^prox^7 tamano de l a  e x p lo s id n  -  
( T . E . ) ,  fr a c c id n  de lu z  absorb ida por lo s  r e s to s  c e lu la r e s  re,s 
p ecto  a l a s  b a c te r ia s  ($  D . O . ) ,  r e la c id n  en tre  l a  ab sorcid n  de 
fa g o s a r e s to s  c e lu la r e s  y a  b a c te r ia s  (M.E. ) ,  p orcen ta je  de -  
fa g o s  "potentes"  ( F . P . ) .  En l a  lîlt im a  columna aparece e l  v a lo r  
de l a  r e la c id n  % /I® .
TABLA , 7 . 6  H esultado de lo s  a ju s te s  s im u ltan eos de 9 curvas de l i s i s  para  
cada uno de l o s  4 momentos de in fe c c id n  que se e s p e c if ic a n .  Se
m uestran lo s  v a lo r e s  de l o s  param etros T.G. ,  K
D. O. , M.B. y P.P.  a s f  como l a  r e la c id n  x /HB.
aprox , T . B . , —
TABLA 7 .7  R esu ltad os de l o s  a ju s te s  s im u ltan eos de 4 curvas de l i s i s  co­
rresp o n d ien tes  a l a s  9 m u lt ip lic id a d e s  de in fe c c id n  que apare­
cen en l a  prim era columna. Se m uestran l o s  v a lo r e s  de l o s  para 
m etros T.G. ,  K , T . E . , $  D.O. ,  M.B. y P.P.  a s f  como l a  re­
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PIGrTJEÀS V. 1 a V.36 Se m uestra l a  evoluciiSn de l o s  d a to s  ex p ér im en ta les  -  
co rresp o n d ien tes  a 36 curvas de l i a i s  ju n to  a l a s  p ro y ecc io ­
n es de l o s  a ju s te s  in d iv id u a le s  r e a liz a d o s  para cada una de 
e l l a s  ( i fn e a  c o n t in u a ) . En ordenadas se  r ep résen ta  l a  d e n s i­
dad d p tic a  medida en fu n cid n  d e l tiem po (m inutos) trem sfo r%  
da en logaritm o  neperiano d e l mîmero de b a c te r ia s .  E l s ig n i ­
f ic a d o  d e l a s t e r is c o  que aparece en tod as l a s  f ig u r a s  se  e x -  
puso en e i  t e x to  en  l a  s e c c id n  V .2 .1 .
PIGUBAS V.37 a V.40 Muestran l a  p royeccid n  de l o s  a ju s te s  sim u ltd n eos de 
9 curvas de l i s i s ,  co rresp o n d ien tes  a l o s  4 momentos de in ­
fe c c id n :  0.5» 1 . 0 ,  2 . 0 ,  3 . 0  u .o /m l ,  sup erpu estas a l o s  d atos  
e x p ér im en ta les . En ordenadas y a b s c is a s  se rep resen ta n  l a s  -  
mismas v a r ia b le s  que en l a s  figu rais V.1 a V.36.  La s itu a c id n  
i n i c i a l  a que corresponde cada curva de l i s i s  se  i d e n t i f i e s
por un mîmero cuyo s ig n if ic a d o  puede v erse  en l a  ta b la  V.1
FIGURA V.41 U ie s tr a  l a  ev o lu c id n  de l o s  6 peurametros determ inados en lo s  
a ju s te s  en fu n c id n  d e l momento de l a  in fe c c id n . E l s im b o lis -  
mo u t i l i z a d o  para id e n tif ic a u r  a lo s  param etros e s  e l  mismo -  
que e l  que se  empled en la s  ta b la s  V.1 a V.7 (T.G. , K aprox, 
T . E . , ^ D . O . , M.B.,  F . P . ) .
FIGUBAS V.42 a V.50 Muestran l a  p royeccid n  de l o s  a ju s te s  s im u ltan eos de
4 curvas de l i s i s ,  co rresp o n d ien tes  a 9 m u lt ip lic id a d e s  de -  
in fe c c id n  sup erp u estas a l o s  d a to s  ex p ér im e n ta le s .. En ordena 
das y a b sc is a s  se  rep resen ta n  l a s  mismas v a r ia b le s  que en -  
l a s  f ig u r a s  V.1 a V.36.  La s itu a c id n  i n i c i a l  a que corresp on  
de cada curva de l i s i s  se  i d e n t i f i e  a por un mîmero cuyo s ig ­
n if ic a d o  puede verse  en l a  ta b la  V.1.
FIGUBA V. 51 Muestra l a  ev o lu c id n  de lo s  6 param etros determ inados en  lo s  
a j u s te s»  en fu n c id n  de l a  m u lt ip lic id a d  de l a  in fe c c id n  -  
( tr a n s f  ormada en logaritm o s n ep erian os por su mayor f a c i l i -  
dad de rep resen ta c id n ) • E l sim bolism o u t i l i z a d o  para i d e n t i -
b ia s  V .1 a 7 . 7 .
?IGUSA V. 5 2  Se rep resen xa  l a  ev o lu c id n  d e l ntTmero de b a c te r ia s  in fe c ta -  
das en fu n c id n  d e l tiem po.
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E
E l p resen te  tra b a jo  ha te n id o  como o b je t iv o  una determ inacion  pré­
c i s a  de la  c in em a tica  de l a  l i a i s  de c u l t iv e s  b a cter ia n o s  por fa g o s  y 
su in te r p r e ta c i6n numérica m ediante l a  u t iliza c i< 5 n  de un modèle t e d r i -  
ce expresam ente d e sa r r e lla d e  para e l l e .
E l segu im ien te  de l e s  p r e c e se s  de l i a i s  se  ha l le v a d e  a cabe a tz a  
v és de l a  medida de d en sid ad es d p tic a s  de l e s  c u l t iv e s  b a c ter ia n o s  en  
fu n c id n  d e l tiem p e, desde l a  in o o u la c id n  h a sta  l a  l i a i s  com pléta d e l  -  
c u l t i v e .  La experim enta c id n  ha a id e r e a liz a d a  in fe c ta n d e  c u l t iv e s  b ac-  
te r ia n e s  de E. c e l i  cen  e l  fa g e  ^^^ear I*
E l medelo t e d r ic e  in te r p r e ta t iv e  d e l p recese  de l i s i s  ha s id e  f e r -  
mulade de ferma fa c te r iz a d a  aten d ien d e a la s  t r è s  f a s e s  e s e n c ia le s  de: 
Apreximacidn de fa g e s  a b a c te r ia s ,  in fe c c id n  y gen eracid n  de nueves fa  
gea y e x p le s id n  b a c te r ia n a . Las e x p r e s ie n e s  que traducen  e l  cem perta- 
m iente de un c u l t iv e  b a cter ia n e  in fe c ta d e  a id e exp u estas d e ta lla d ^  
mente en l e s  c a p itu le s  que preceden y ne se in c lu y en  a q u i. La ferm u la-  
c i 6n de e s ta s  e x p r e s ie n e s  ha r e q u e r id e :
*!•- La p aram etrizacid n  in teg ra d a  de l a s  d i s t in t a s  fa s e s  de l a  curva de 
crec im ien te  b a c ter ia n e  y  su cerresp o n d ien te  cemprebaci(5n ex p er im en ta l. 
Las ex p re s ie n e s  u t i l i z a d a s  I I I . 2 .1 ,  I I I . 2 .2  y I I I . 2 .4  p rep ercien an  l e s  
s ig u ie n te s  v a le r e s  para l e s  param étrés:
Pend iente de l a  zona de la t e n c ia  (a) = 0.00021 ^ 0 .0004
P endiente de l a  zona de cre c im ie n te  ex p en en cia l (a^) = 0 .0196  ± 
0.0005
P endiente de l a  zona p r e e s ta c ie n a r ia -e s ta c ie n a r la  (c )  = 0 .0 0 9 8 ±
0 .0004
Tiempe a l  que f i n a l i s a  l a  zona de crec im ien te  ex p en en cia l s  130 i  
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2 . -  E l d e s a r r o lle  de una ex p resid n  para c a lc u le r  e l  mimere de fa g e s  -  
premedie adheride a b a c te r ia s  y r e s t e s  c e lu ia r e s  en fu n c io n  d e l tiem p e. 
La v a lid e z  de l a  r e fe r id a  ex p res io n  ha s id e  cemprebada experim entalmen 
t e .  Cencretamente l a  exp resid n  b a s ic a  d e sa r r e lla d a  es  l a  I I I . 3 .5 .
« x p r v s i o n  « v p x x ’ z c a  v a x j L a a  p a r a  x a  a e s c r x p c i o n  a e x  p r o c e s o  
de a p r o x io a c i^ n ' f a g ^ - b a c t e r ia  (en  n u e a tr a s  c o n d ic lo n e s  ex p erim en  
t a l e s ) .  La e x p r e s îô n  p r o p u e s ta  e s  l a  I I I . 3 .3
"De e s ta  forma l a  in te r p r e ta c ld n  g lo b a l d e l modèle d e sa r r e lla d e  de­
pends exclus!vam ente a e :
1 . -  Las des v a r ia b le s  que d e f in e n  e l  p recese  de l i s i s .  Memento y m u lt i-  
p lic id a d  de l a  in fe c c id n .
2 . -  S e is  param étrés a d eterm in ar, cen  l e s  c u l t iv e s  experim entalm ente me_ 
d id e s ,  que in te r p r e ta n  l e s  fendmenos b ie ld g ic e s  s ig u ie n t e s :
a ) Tiempe de gen eracid n  d e l fa g e
b) Tamane de l a  e x p ie s id n  b a cter ia n a
c ) Paramétré que d esc r ib e  l a  aprexim acidn de fa g e s  a b a c te r ia s  de 
acuerde cen  l a  ex p resid n  con sid erad a X I I I .4 . 6 )
d) H elacidn  en tre  l a  a b sorcid n  lum inesa  de l e s  r e s t e s  c e lu i  are s  -  
p reced en tes de la s  e x p le s ie n e s  b a cter ia n a s  y l a  de l a  p rep ia  -  
b a c te r ia
e )  P raccidn  in d ic a t iv a  de l a  adherencia  de l e s  fa g e s  a l e s  r e s t e s  
c e lu ia r e s  cen  r e la c id n  a su capacidad de adherencia  a l a s  bacte^ 
r ia s
f )  P e te n c ia lid a d  de l e s  fa g e s  r é s u lta n te s  de l a  e x p le s id n  b a c te r i^  
na in d ic a t iv a  de su capacidad de p revecar l a  l i s i s  p o s te r io r  de 
e tr a  b a c te r ia .
Hemes segu id e  d eta llad am en te l e s  p r e ce se s  de l i s i s  cerresp o n d ien tes  
a 36  s i tu a c ie n e s  ex p ér im en ta les  d i f e r e n t e s ,  cu a tre  mementos de i n f e c -  
c i 6n per nueve m u lt ip lic id a d e s  d i s t i n t a s ,  y l e s  d a tes  exp érim en ta les  -  
han s id e  u t i l i z a d e s  para , ap lican d o  e l  m edele, eb ten er  l e s  v a le r e s  de -  
l e s  param étrés de in te r é s  b ie ld g ic e ,  m ediante un p recese  de e p tim iz a -  
c i 6n num érica.
Los r e s u lta d e s  o b ten id es  para l e s  param étrés in d ica d es  han s id e ,  en 
e l  ca se  de l a  b a c te r ia  y e l  fa g e  r e f e r id e s ,  l e s  s ig u ie n t e s :
c -  V elocidad de aproxiiiiaci(5u f  a g o -b a c te r ia  = (5 .5  ± 1 .7 )x lO “’  ^m l/m in
d -  H elacidn  en tre  l a  ab sorcid n  de lu z  de l e s  r e s t e s  c e lu ia r e s  y l a s
b a c te r ia s  = 0 .065  ± 0 .005  
e -  Praccidn  de fa g e s  ad h erid es a r e s t e s  c e lu ia r e s  r e sp e c te  a b acte­
r ia s  = 0 .0 7  ± 0 .0 4  
f  -  F actor de " p e te n c ia lid a d  de fa g e s ” = 0 .4 7  -  0 .02
Tamane de l a  e x p le s id n  b a c ter ia n a  (v ia b le s )  = (31 -  l ) x ( 0 .4 7  -  0 .0 2 )
= 15 ± 1 f a g e s /b a c t e r ia .
D ichos r e s u lta d e s  han s id e  p arcia lm en te  cem prebades, m ediante e x p e r l  
m en tacien es adecuadas, cen  e b je te  de ev a lu a r  l a  v a lid e z  de n u estre  m edele . 
Les r e s u lta d e s  o b te n id e s , a l  menes en l e  que cen c iern e  a l  tiem pe de gene­
ra c id n  d e l  fa g e ,  e l  tamane de l a  e x p le s id n  b a cter ia n a  y e l  param étré re­
p r e s e n ta t iv e  de l a  aprexim acidn de fa g e s  a b a c te r ia s  han es ta d e  de acuer­
de cen  l a s  p r e d ic c ie n e s  deducidas d e l m edele. Les v a le r e s  ob ten id es  han — 
s id e  l e s  s ig u ie n t e s :
— Tiempe de gen eracid n  d e l  fa g e  = 47 ± 4 m inutes
— Tamane de l a  e x p le s id n  b a cter ia n a  = 19 ± 4 f a g e s /b a c te r ia
— V elocidad de aprexim acidn fa g e—b a c te r ia  =6,3± 0 .4  xlO"^ m l/m in
Considérâmes per l e  ta n te  que e l  m edele p red ice  f ie lm e n te  l a s  c a ra c -  
t e r f s t i c a s  de l e s  p r e c e se s  de l i s i s ,  en  base a l e s  d a tes  o b ten id es  median 
t e  l a  e v e lu c id n  de l a  densidad d p tic a  d ë l c u l t iv e  b a c te r ia n e , y que su s -  
p r e d ic c ie n e s  son l î t i l e s  para c a r a c te r iz a r  d ich es  p re c e se s  de l i s i s .  Ade- 
mas se  o b tien en  cerne r e s u lta d e s  c em plem entari e s  l a  ev e lu c id n  d e l mimer e -  
de fa g e s  y r e s t e s  c e lu ia r e s  en e l  medie cen e l  tiem p e, durante ted e  e l  -  
p recese  de l a  l i s i s .
x v x t i i c f c  ^  w u x  y x  v ^ x r f c i i i r f c  \m ^  w x  v f c w *  j q v a  w x  ^  ^ i s w x o »  m w  ^ x a  w & i
len g u a je  de a l t o  n iv e l  como FOHTBAN’ 7 . Es per l o  ta n to  tra sp a sa b le  a cua]^ 
q u ier  u su a r io  que lo  n e c e s i t e .
A co n tin u a c io n  se p résen ta  un l l s t a d o  de cada una de la s  su b ru tin as -  
que ha s id o  n e c e sa r io  d e s a r r o lla r  para r e a l iz a r  e l  tra b a jo  o b je to  de e s ta  
memoria. En e s e n c ia  l a  su b ru tin a  fundam ental que c o n tr ô la  todo e l  p roceso  
de m ln lm izacidn  num érica e s  l a  su b ru tin a  PCN, que c a lc u la  e l  v a lo r  de l a  -  
fu n c id n  a m inim izar ( P ) , dados l o s  v a l  ore s  de unos determ inados param étrés  
alm acenados en e l  v e c to r  X. Ambos f ig u r a n  como argumentes de l a  su b ru tin a  
que e s  llam ada cada vez que MIEUIT, m ediante e l  mdtodo i t e r a t i v e  de op tim i 
z a c id n , n e c e s l ta  conocer e l  v a lo r  de l a  fu n cid n  P que corresponde a unos -
determ inados veüLores peuramdtricos X. E l r e s to  de l a s  su b ru tin a s son llam a—
das desde PCE 7  c o n tie n e n  l o s  d i s t in t o s  a lg o r ltm o s de c ^ c u l o .  Las c a r ta s  
de d a te s  d e l programa son muy s e n c i l l a s  7  l a  d e sc r ip c id n  de sus fu n c io n es  
puede en con trarse  en P . James (1976) o d ed u cirse  de l a s  s e n te n c ia s  de l e c -
tu ra  in c lu id a s  en l a  su b ru tin a  PCE.
SUERCJTIME FCN ( NPAR,G , F , XPP, IFLAG)
COMM 0 \ / E V 0 L / T E M (  2 0 0 0 )  , BACK Zü3Q) f F A G 0 ( 2 j C C )  , E F I G d C C o )  , l OAT,
I VF AG(2 C D U ) , VMEM( 2 3 0 0 ) , AUX,PDBAC( 2 2 0 0 , P P 1 , P P 2 f B A G S ( 2 ü C Q ) , P P 3  
COMMCN/JUAN/ANFT
DIMENSION X ( 1 0 ) f B N ( 5 0 , 2 0 ) , E B N ( 5 0 , 2 0 > , T ( 5 q , 2C> »XCB( 7 t 2 0 >  »XCBP(7)  
1 , C ( 2 C )  , Y C B ( 7 , 2 Q J  
O l p e ns  ION T E 0 H C 5 0 r 2 Q ) r N ( 2 0 ) t T N l 5 0 , 2 0 > , V E ( 5 Q )  , E v E ( 5 Q ) , VT( 5 0 ) , VX( 5 0 )  
DIMENSION D O ( 5 0 » 2 Q ) f F o I L C S O f 2 0 ) rDELDOC5 0 , 2 q ) t E F D I U 5 o , 2 Q )
DIMENSION X P P d O l
DIMENS ION P F T ( 1 3 0 ) ,PET d O Q ) , P M T ( 1 0 0 ) t P B T ( 1 0 0  ) , T I T ( i Q o ) , E P F E ( 1 0 0 ) t 
1 EP EE (1 CO ) , EPME ( iOO ) ,  EP BE ( 1 0 0  )
DIMENSION P F ( 1 0 3 , 2 0 ) , P E ( 1 0 0 , 2 3 ) , P M ( 1 0 0 , 2 0 ) , P B ( 1 0 0 , 2 0 ) , P T ( 1 0 0 , 2 0 ) ,  
1NUP( 23 )
01 MENS ION aNf A G ( 2 0 ) , E N F A G ( 2 3 ) , ATFAG( 2 0 ) ,TEOF ( 2 0 )
COMMON/LARA/ITTT(50)
COMM O H / T E M P / T T ( 5 )
---------------CDRRECCION PARA AJUSTES ADICIONALES------------------------
DATA < / 5 5 # A ] 0 , . 0 0 0 0 4 1 » , 4 0 . 9 7 3 , . 3 0 0 0 3 2 3 0 , . 6 3 Q 5 9 , . 4 4 2 5  7 
1 , 8  . 1 5 7  3 , 2 3 . 9 9 1 , 3 1 . 2 4 0 ,  1 9 . 0 2 0 /
data  - a e l / Q . /
— — - ™ F I  NAL CORRECCiON*—
DATA N M I N I / G /
DATA N E N T R / 3 /
NENTRrNENTR^l
* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
EL CAM ON EVOL CONTIENE TIEMPOS , BACTERIAS, F a 6 0 S r E F I C A C i A S , . . E T C .  
PARA CAOA INTERVALO OE LA SERIE QUE SE CALCULA EN MAESTR PARA 
CADA CURVA DE L i S i S #
EL C aMON Te MP Ti e NE LOS TlEMPOS QUE DEFINEN LA CURVA DE 
CRECIi lENTO BACTERIAL
EL CAMON JUAN GUAROA . AN F T ( NUMERO TOTAL CE F aGOS LIBRES . . .
* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
“ C3 RRECCION PARA AJUSTES ADICIONALES — —-----
DO 6 5  1 = 1 , IG 
6 5  X ( I ) = X P P ( I )
X ( 2 )  = X P P ( 2 ) / l 0 . * * 5
----------- -FTNAL CORRECCION— — —
•'»*»>»« *%:.%..iCORRECdGN PARA CONSIDER AR LA S . » #  .  # .  $ .  # . . .  .  #
. # » » . » . #  .%.#MEM@RANAS EN L A DENS10 AD OPTICA »
PD0M=X(4)
. . . . . .  .FINAL CORRECCION ME MB R AN A S . .  . . . . . . . . . . . . .
GO TO ( 1 , 2 , 2 , 2 ) , I F L A G  
* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * ^ * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *  
1 CONTINUE
AUXzAwOS( 3 . 0 0 1 )
CALL J Z E R 0 ( T E 0 H , i , 1 C 0 Q )
NMINIrNMI NI^i  
IF ( N M I N I . G T . i f l )  6 0  TO 13  
CALL J Z E R 0 ( N , i r 2 0 )  
* # * * * # # # # $ * # * # * * * * * * * * * # # * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *  
LECTURA DE OATOS 
NEXp=VUMERO DE CURVAS DE L I S I S  
N ( i I =NUmERq d e  PUNTOs  por  CURVA DE L I S I S
D O , T , F D I L , E F O I L  SON QENSi DAO O P Tl CA r r i EMP O , DI L ü C I O N , ERROR EN LA 
DILüCrOhL PARA. CADA PUNTO OE LA CURVA D E L ISIS
J. I'V r n  w w  i  w  L . i  m  w  v  #
PN Y £BN NUMERO DE BACTERIAS Y SU ERROR 
** * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * $ ^ * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
^ L A D ( 3 , 1 C J )  NEXP
«?EAD (5 , 9  9} ( N d )  , 1  = 1 , NEXP)
PE AD ( 5 , 4 7 2 1 )  { (ANFAG ( I  ) , ENF AG ( I )  ) , I = 1 , NEXF)
WRITE ( 6 , 4 7 : 1 )  ( (ANFAC (I  ) , £ N F A G ( I )  ) , I = 1 ,MEXF)
2 1  f ormat  ( 6 F 1 Ü . 2 )
* * *  * *  * *  * * * * * * * * * * * * * * * * * *  * * * * * * * * * * * * * * * * * *
ANFAG(I)  Y ENFAG(I )  CONTIENEN LOS LOG. DEL 
NUMERO DE FAGOS Y SU ERROR PARA EL EXP.  I  
ATFA G ES EL LOG. DEL NUMERO DE FAGOS TEORICO 
* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
9 9  FORMAT(20I4)
LDO FORMAT ( 1 2 3 )
DO 1 2  L=1,NEXP
READ(5 , 1 0 1 )  ( Y C B ( I , L ) , I = l , 7 )
WRITE(6 , 1 3 1 )  ( Y C B ( I , L ) , 1 = 1 , 7 )
K = N( L)
READ( 5 , 1 3 3 )  ( D 0 ( J , L ) , T ( J , L ) , F D I L ( J , L > , E F D I L ( w , D , J = 1 , K )
WRITE(6 , 1 3 3 )  ( D O ( J , L ) , T ( J , L ) , F D I L ( J , L ) , EFDIL ( J , L ) , j = 1 , k )
ANFAGC L) =EXP ( ANFAG ( D )
En FA6(L> =ENFAG(L)*ANFA6(L)
DO 1 1  1 = 1 , K
D E L O O ( I , L ) = 3 . 0 3 7 * 0 0 ( I , L )
BN (I  , L ) = 2 4 4 0 0 0 0 0 0 . * 0 0 ( I , L )
E B N ( I , L ) = S Q R T ( ( 1 7 1 0 C 0 C C . * D 0 ( I , L ) ) * * 2 ^ ( 2 4 4 0 0 0 C O O . * D E L D O ( I , L ) ) * * 2 )  
EBN( I ,  L)=SQRT(  ( E B N ( I , L  ) * F D I L ( I , L )  ) * * 2 4 . ( 8 N ( I , L ) * E F D I L ( I , L )  ) # * 2 )
B N ( I , - ) = B N ( I , L ) * F 0 I L ( I , L )
E 3 N ( I , L ) = E B N ( I , L ) / b N ( I , L )
B N ( I  , L ) = A L 0 6 ( B N ( I , L )  )
11  CONTINUE
DO L5 1 = 1 , K 
Ki=K - I  
k2=K 1 -  1
Bn (K 1,  L) = 3 N ( K 2 , L )
E 3 N ( k1 , L ) = E B n ( K 2 , L )
15 T ( K 1 , w ) = T ( K 2 , L )
T( 1 , L )  =T(K-^i , L ) « ^ 2 .
SE DEFINE PARA CADA CURVA DE L I S i S  UN PRIMER PUNTO T ( 1 , L )  MAS 
ADELAN TE QUE TqDOS LOS EXPERIMENTALES.  SE UTILI2A PARA INTERPOLAR 
LOS VA LORES TEORIcOS EN CADA PUn Tq DE LA L i S i S
B N ( 1 , L ) = B N ( K + 1 , L )
EBN( I ,  L)=EBN(K-^L,L)
1 2  CONTINUE
DO 1 6  L = l , 1 3 0  
EPFE (L ) = ü . 0 1  
EPEE( . > = 0 , 0 3 0 1  
EPME (L)  = 0 . 0 1  
EPBE ('- ) = 0 . 0 1
F O R M A T ( 4 F 1 0 » 5 , F 1 0 . 8 , 2 F I Q . S )
FORMAT( 4 ( l O X , F 1 0 . 5 ) )
X C B ( l )  PENDIENTE DE PRIMERA PARTE EXPONENCIAL 
XCB(2)  p e n d i e n t e  DE SEGUNDA PARTE EXPONENCIAL
X CB ( 3) TIEMPO f i n a l  DE LA ZONA EXPONENCIAL 
XCB(4)  PENDIENTE DE LA TERCERa PARTE DEL CRECImI E n TO 
XCB(E) ES LA CONCENTRACION INICIAL DE FAGOS 
XCB( 6) E S  EL TIEMPO DE INTRODUCCION DE FAGOS
X ( 3 )  I S  EL TaMaNO OE LA EXPLOSION
X ( 4 )  £ S  EL PARAMETRO 0 . 0 .  MENBRaNa S
X ( 5 )  £S  EL PARAM. APROX. FAGOS A MEMBRANAS
X ( ? )  I s  EL FACTOR OE PCTENCIALIDAD DE FAGOS
X ( e ^ I )  SON LOS TIEMPOS DE DECALAJE 
: 3  CONTINUE 
NEXP =>< EXP- 1  
RETURN 
2 CONTINUE
CALL JCOPY ( YCB, XCB, 1**3)
DO 1 7  L=1,NEXP  
K = N( L)
* * * $ * * * * * * * * * * $ * * * * * * # * * * $ * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
SE REDEFINE LA POSICION DEL PRIMER PUNTO DEPENOIENOO OE S I  
ESTAMOS EN ‘EL AJUSTE 0 S I  MEMOS TERMINADO CCN EL (IFLAG = 3)  
* * * * * *  * * * * * * $ * $ * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *  
IF ( I F L A G . E Q . 3 )  T ( I , L> = T ( K ^ I , D * 1 . 5  
I F  ( IF LAG. N E . 3 )  T ( 1 , L ) = T ( K ^ l , L ) + 4 . 0  
1 7  CONTINUE
PASO AL AJUSTE
F = C .
NT =3
DO 2D I=X, NEXP
J=I-^6
C( I )  =X ( J )





C ( I )  SON LOS OECALAJES
K INDICA LA CURVA DE L I S I S  EN QUE NOS ENCONTRAmoS
1RES I S  UN FLAG QUE SE ÜTILIZA PARA POOER SABER EL PUNTO £N QUE
NOS ENCONTRAMOS OENTRO OE CAOA CURVA DE L I S I S  ( J )
I  ES EL NUMERO DE PUNTO TOTAL EN QUE NOS ENCONTRAMOS 
TF ES EL TIEMPO DE INFECCION
Te Y T eP SON LOS TIEMPOS DE LAS DETERMINACIONES EXPERIMENTALES
DO 2 1  1 = 1 , NT 
I F  ( N ( K ) » E Q » a r  6 0  TO 2 1  
********CORRECCIO N  AJUSTE PENDIENTES♦<»>♦<»►********
KLL=K^6
XCB( 2,  K) =YC8<2,H ) * ( 1 . - » »C . 2 5 *X P P ( K L L )  )
* * * * * ***F IN A L  CORRECCION AJUSTE P E N O l[N T [S * * * * * * * *  
B I N I K I = X C B ( 7 , K )
BIN=E< P C B I N I K I )
J= I -  I^ ES 
T T ( l ) = n . .
T T ( 2  ) = X C B { 2 , K ) / ( X C B ( 1 , K ) * 2 . 0 )
TT (3 )=XCB ( 4 , K  )-XCB ( 2 , K  ) /  (Z.O^XCB ( 3 , K  ) )
T r ( 4 ) = X C B ( 4 , K )
TT(5  )= 3 0 0 0 0 0 •
T T ( 3 ) r x C B ( 3 f K )
T T ( 4 ) = 3 3 0 Q 0 0 *
E X =B N ( J , K)
E E X P = E B M ( J , K ) * l * a  
♦*^*<‘**% '.% »*** .C q RRECCI0N -AJUSTE TIEMPOS DE INFECCION . , . * * * *
TF=XCJ( 6 , K ) + C ( K ) + 1 G . * X P P ( K P P )
* * * * * * * & . . • ♦ • • • f i n a l  CORRECCION• # • • • • . ♦ ♦ * * * * » *
TE=T ( J  , K  ) >C(K )
TN ( J  ,< ) = TE
LL=K
T E P z T I
IF (TE, GT .TF ) TErTF 
IF ( T I P . G T . T F )  NFLA6=NFLAG^1  
I F (NFL AS #GT. 1#AND#J#LT #NTE) 6 0  TO 87  
I F ( J . - T * N T E )  6 0  TO 22
* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * : .* * *  * * 4c * * * * * *
EN ESTA z o n a  SOLO SE ENTRA CUAnDO PASAMOS DE UNA A OTRA 
CURVA DE L I S I S
** **c * * * * * * * * * * * * * * * *  *4t * * * * * * * * * * * * *  * * * * * * * * *  * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
NF LA GrC 
K = K-»*1
n t e = n< K ; + i  
i r e s =i
IF (NFL.AS . S T . l )  60  TO 8 7
* * * * * *  * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *  xc
LO SI3UIENTE SIRVE PARA CALCULAR LAS BACTERIaS EN LaS ZONAS 
ANTERI ORES A LA INFECCION Y PARA EL PRIMER PLNTO DE CAUA L I S I S  
DE F CR MA q u e  s e  ITERE DESPUES A PARTIR DEL NUMERO DE B AC TER I AS  
CALCUL ADO PARA EL TIEmPQ DE INFECCION 
* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
2 2  J J = I U R 0 S A ( T E , T T , 4 )
IF ( J J . L T . l . O R . J J . G T . Z  * 6 0  TO 2 4  
60 To ( 2 5 , 2 6 , 2 7 ) , J J
AJUSTE DIFERENTES PARTES OE LA CURVA
2 5  CONTINUE 
A R 6 = X C B ( 1 , L L ) * T E * * 2  
TE0=BINIKI^AR6
60  To 29
26  CONTINUE
A R 6 l = X c e ( 1 , L L ) * T T ( 2 ) * * 2  
AR62=X C B ( 2 , L L ) * ( T E - T T ( 2) )
TE 0=81 NIKI.ARG14.ARG2  
60 TO 29
2 7  CONTINUE
A R 6 1 = X C B ( 1 , L L ) * T T ( 2 ) * * 2  
ARg2=XCB ( 2 , L D * (  T T ( 3 ) - T T ( 2 )  )
TE0 2 3 = 8 INIKI^ARG1+AR g2 
A R G 3 = X C 3 ( 3 , L L ) * ( T T ( 4 ) - T T ( 3 ) ) * * 2  
TE OC =TE023 . ARG3  
I F ( J J . E 0 # 4 )  60  TO 28  
AR64=-XCB ( 3 , L D ’K  TE-TT (4 ) ) * * 2  
TE0=TE0C^aR6 4 
GO TO 29
28  CONTINUE 
te 0= TE OC
B B = X C 3 ( 2 , L L ) / X C B ( 4 , L L )
A R G 3 = - X C B ( 4 , L L ) * ( T E - T T ( 3 ) )
ARG3=EXP(ARG3)
A R G 3 = 3 B # ( 1 . - A R G 3 )
I F ( A R G 3 * L r .0 W  6 0  TŒ 2 4
TE0=ARG3^TE023
60 TO 29
2 9  IF (T E P „ L r* T F ) GO TO 3X 
* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
A N T = E < P ( T E O )
CO 2 43 m= 1 , 7  
XCEP (M) = XCB(M,LL)
4 3 C3MI NUE
 ------------- CDPRLCCION PAPA AJUSTE CüMCENTRA C I O N e S FAGQS--------------------------
KLLzL.  +6
XCBP (5 ) = xCfcP( 5 ) * ( : . ♦ G . 2 5 * X P P ( K L L ) )
-  —  —  —  FI NAL CqPPECCION-*
AN TP =A NT 
8 7  ANTzAN TP
IF ( J . N E . l )  GO TO 2 4 4  
* * * * $ * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *  
PARA EL PRIMER PUNTO OE CAOA L I S I S  S£ REALIZA LA ITERACCION , DE 
MINUT3 [N MINUTO , CAl CUl ANDO EL NUMERO DE BACTERIAS A CAOA 
TIEMPD EXPERIMENTAL 
* * * * * *  * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *  
CALL i AESTR( X, XCBP , T E P , T F , ANT, I F L A 6 , TEG)
ANTP=ANT 
GO To 2 4 7
2 4 4  c^NTIVUe
* * * *  * # * * * * * * * * * * * * * * * *  * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *  * * * * * * * * * * * * * * * * * * ^ ^ $
INTERPOLACION PARA CALCULAR EL NUMERO DE BAC^E^I aS e N CAOA PUn Tq 
POSTERIOR A LA INFECCICN
L $ C = I D A T - i
00 245  I N = I , L S o  
I NP z l X  4"!
2 4 5  IF (TE> , S T , ( T E M ( I N ) - a . a 1 ) . A N D , T E P . L T * ( T e M ( I N P ) - 0 , a l ) ) GO Tq 2 4 6  
I F ( T E ? « L E . ( T E M ( l ) - O . a i Ï) TEOrALOG( BACT( 1 ) J
I F ( T E 3 . L E * ( T E M ( l ) - 0 * a X ))  GO TO 2 4 8  
I F ( T E = . g T * I E M ( I N P ) ) TEO=ALOG( B A C T ( I N P ) )
I F ( T E ^ • G T * T E M ( I N P ) ) TE0 = aL 0 g ( BACT( I N P ) ♦POOM*VmE M( I N P ) )
CORRECCION PARA CONSIDERAR L A S . . # # . . . # . . # . # . . . . . .
. . . .  . . . . . . . . .  MEMBRANAS EN LA DENSIDAD OPTICA , . , # , ,  • # . • . # . # # • .  #
GO TO 248
246  TE0=Al 0 S ( B A C T ( I N ) )
6 TEC= AL0G(BACT( IN)-»'P00M*VMEM( INÎ )
# # # # # . # . . # . . . F I N A L  CORRECCION• . • # . . . • # # # . # # # #
GO TO 24 8
2 4 7  IF ( I F L A G . N E . 3 )  GO TO 248
****  ** *******4i4t4c**** * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *  * * * * * * * *  * * * * * * * *  * * * * * * * * *
SE LLe NA l a s  CURVAS TECRICAS QUE CORRESPONDES
PFzNUMERO OE F aGOS
PEzEFICACIAS
PM=M EM BR ANAS
PB= 8 ACTERIAS
P T z T l Z  MPOS
* *  * *  * * * * * * * * * * * * * * * * * *  * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *  * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
VFAG( . )=VFAG( 2 )
NST=C
I V F I = I D A  r - M O O ( I D A T f 2 0 )
ATV=FL0a T ( I V f I > / 2 0 .
AT V= AT V-t-Q.Ql 
NTV=INT( ATV)
DO 7 5  IP=rl ,NTV  
IN = 2 C* ( I P - 1 )
I F ( I P * E Q . 1 )  I N=1  
NSTzNST"-!
I F ( Y F A G ( I N ) # L T # 1 0 0 . )  V FA G( IN ) = 1 0 0 »
PF (NST , LL)  =AL06(  VFAG ( I N )  )
I l
IF ( E A C T ( I N ) . L T . i a C . )  B A C T ( l N ) = i n Z *
P9 (NST , l D  =AL0G(BACT(IN)  )
75 PT ( N S r , L L ) = T E % ( I N )
NUP( LL ) = NST
' Mâ  CONTINUE
TECH (J , LL)  zTEO 
IF ( J . E 3 . 1 )  60  TO 21  
* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *  * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *  
CALCU . 0 DEL CHISQUARE 
* * * * * *  **  * * * * * * * * * * * * * *  * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *  * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *  
I F ( I F l AG , E Q , 3 )  W R I T E ( 6 f l 5 8 l )  T E O , £ X , E £ X P , F 
F O R M A T C H I S  % 4 F 1 3 . 4  )
F=F+ ( E X - T E 0 ) * * 2 / E E X P * * 2  
IF ( I R E S . N e . I )  eO TO 21
IF (VFA G ( I D A T ) , L T # i a O . )  VFaG( I q a T ) = 1 0 0 ,
ATFAG(LL)=VFAGCI0AT)
TEOF( L L ) = ( A N F A G ( L L ) - A T F A G ( L L ) ) * * 2 / E N F A G ( L L ) * * 2  
F=F"*^FAEL*TEOF(LL )
I F ( I F L A G . E Q . 3 )  WRITE ( 6 , 5 5 5 5 )  VFAG( I N ) , ATFAG (LL) , TEOF{ L L ) , F 
FORMAT(* VFaG , aTf AG, Te CF,F  E l Q . 3 , 3 ( I X , F l Q . 5 >)
CONTINUE 
FAzF
I F ( I F L A G . E Q . 3 )  WRITE( 6 , 2 2 3 6 )  NENTR, ( XPP( M) , M=1 , 3 ) , F 
FORM A T ( I X , 1 9 , 3 ( I X , F I Q « 5 ) , l X t F 2 0 . 5 )
GO TO 2 1 1  
F=FA*2 #3
IF ( I F LAG. N E . 3 )  RETURN 
00  3 5  I = l , N E x P  
K = N ( D d
WRITE(6f  3 0 0 )  ( B N ( J , I ) , TEOh(J , D , T ( J , I ) , E B N ( J  , 1 ) , J = 2 , K )
F O R M A T ( 4 ( 7 X , F i 0 . 3 ) )
CONTINUE 
00  3 1  J = 1 , N E x P  
LS=N (J ) ^ 1  
DO 3 2  1 = 2 , LS 
I N = I - i
VE ( IN)  =3N(  I ,  J )
E V E ( I N ) = E B N ( I , J ) * 1 . 8  
V T ( I N ) = T E O H ( I , J )
32  VX ( IN)  =Tn ( I ,  J )
L P S = L S - I
* * 4 o * * * * * * * * * * * * * * * t  * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *  * * * * * * * * * * * *  * * * * * * * * *
LAS LLAMAOAS A MQMEN SON PARA REALIZAR D I b UJCS
* * * 4b* * * ^ * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
CA LL i OMEN( VE, EVE, VTrV XrLPS)
NUPP=NUP ( J )
NTV=NUPP 
DO 7 6  I = i , N U P P  
PFT( I) =PF(  I ,  J )
P3T(  I) = P B ( I ,  J )
PMT( I) = P M ( I ,  J )
PET( I) =PE( I ,  J )




FORM AT ( t X ,  F 1 0 . 5  , 7 E 8 # 3 )
W R l T E ( 6 r 2 T 5 )  PFT(NUPP7  
r i î  CONTINUE
WRITEC 6 „ 2 7 4 )  ( ( TEM ( I )  . bA C K  I )  ,  FASO ( r )  t EFIG ( I  ) , V F A G d )  ,vMEM( I )  ,
l o  r uKnAl  I '  C.L. Mun&MV u & r  AO t n  t u  u u  i J.nu r u n  lu t  a t o « ^ i
DO 15 6 I = 1 , I 0 A T 2
I F ( B A C T d )  . L T « l r J . «OR * V F A G ( I )  » L T * i a . )  GO TO l 5 6  
AEA =; lOG(BACT ( I )  )
A F A = 4 L a G (  V F a6 ( I )  )
TIMzTEM ( I )
W P I T : ( 6 , l 5 7 )  T I M , A B A , A F A  
7 FORMA T ( 3 ( 5 X , F i J . 4  ) )
CONTINUE
W R I T E ( 6 , 4 7 2 2 )  ( ( A N F A G ( X ) , E N F A G ( I ) , A T F A G ( I ) , T E O F ( I ) ) , 1 = 1 , NEXP)  
22  f o r m a t ( *  NUM.EXP FAGOS ERROR NUM.TEORICO FAGOS ERROR* /
1 ( 4  ( I X ,  E 1 0 . 4 )  ) )
RETURN
END
FUNCTION IUROSA(V,VEC,NX  
d i m e n s i o n  VEC(2)
* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *  * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
SUBROUTINA QUE NOS DA EN lUROSA EL NUMERO OE INTeRVAlO OE V EN EL 
v e c t o r  OE VALORES VEC 
* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
lUROSA =0 
N l= N -l  
00 I  1 = 1 , N l  
J = I »  I
I F ( v 3 E . v £ C ( I )  . A N D . V . L T . V E C ( J )  ) GO TO 2
1 CONTINUE






SUBROUTINE MAESTR( X , X C B . T , T I , ANT, I F L A G , TEO)
COMMON/TEMP/TT(S)
COMMON/EVOL/TEM(2 0 0 0 ) , B A C T ( 2 0 0 0 ) , F A G O ( 2 a O Q ) , E F I G ( 2 Q 0 0 ) , I D A T ,  
I V F A G ( 2 0 0 0 ) , V mEM( 2 Q 0 0 ) , A U X f P 0 8 A C ( 2 Q O O ) , P P 1 , P P 2 , BAC S{ 2 0 0 0 ) , P P 3 
COMM ON/LARa / I T T T ( 5 0 )
COMMON/JUAN/ANFT
DIMENSION F T 0 A D ( 2 3 0 3 )
DATA D T / 5 # /
COUBLI PRECISION AUl  ,AU2 , Aü3 ,UUFAG 
DOUBLE PRECISION AA, Ay ,UANT ,  FER1
XC5(1)  £S El CoE F I C I E n TE LINEAL DEL E xPONENTE EN LA PRIMERA 
PAR TE DE LA CURVA DE cPECIMIENTO BACTe PIANO ( M N U T 0 S * * - 2 )
XCE(2) ES EL EXPONENTE DE LA PARTE LINEAL (MINUTOS 
XCP(3)  ES EL TIEMPO AL QUE ACABA LA ZONA EXPONENCIAL 
TQB ES EL TIEMPO DE DUPLICACION BACTERIAL
8APN SON LOS NUMEROS OE BACTe RIAS EN LOS PUn TqS CLAVES OE LA 
CURVA DE CRECIMIENTO BACTERIAL
Td B=XCB12)
A1=XC3( 1 )
A 2 = X C 3 ( 2 )
A3=XC3 ( 3 )
AN BA C= XCB(T)
B A P N ( 1 ) = 0 .
BAPN (2 ) = ANBAC-»'A1*TT( 2) * * 2  
BAPN (3 ) r 8 A PN ( 2 ) ^ A 2 < t (  TT ( 3 )  -TTC 2)  )
BAPN (*+ )=BAPN(3)"KA3*cTT ( 4 ) - T T ( 3 )  ) * * 2  
BAPN( 5 ) = B A P N ( 4 ) + 1 0 #
BAPN( 4 ) = B A P N ( 3 ) ^ 1 0 .
00  I  1 = 1 ,4  
L BAPN (I ) = E X P ( 6 A P N ( I ) )
XCBC 4 ) EL TIEMPO EN QUE YA NO HAY CRECIMIENTO BACTERIAL( MINUTOS) 
XCB(5)  ES la  CONCENTRACION I NI CIAL DE FAGOS 
PF=X CD
PF E S ‘EL PARAMETRO QUE DEFINE EL CRECIMIENTO DE FAGoS 
TC=TT( 4)
C=XCB( 5)
ANF0=C*An T / X ( 6 )
UTILIZAREMOS INTERVALOS OE UN MINUTO









EFIC AC z O . 9 9 9
CALL J ZERO (FTOAO, 1 , 2 0 0 0
* * * * * * * * * * * * ^ * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
SE C 0 4 lENZA l A I T E rACCION HASTA UN NUMERO MUY GRANDE DE PUNTOS
( N 1 = 2 3 0 3 )  0 HASTA 0U£ EL Ti EMPO TP SEA MAYOR QuE EL TIEMPO , T ,
DEL PUNTO EXPERIMENTAL REQUERIDO 
* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *  
DO 3 1 = 1 , N l  
i d a t =i d a t ^ i  
TP =TP<-dT 
TEM( I 3AT)  = TP 
I F  ( I ^ E Q . D  GO TO 3 1  
* * * * * *  * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *  
llamada  ^ a. c a l f a g . p a r a  que  o e v u e l v a  
OANF=NUMERO DE FAGOS PRODUCIDO EN EL INTERVALO I
* * * * * *  * * * * * * * * * * * * * * * *  * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
CALL CALFAG( X, 0 AMF,DAME, UPaG, OBACT)
——  —  —— — —  — CU ID AOO SE QUITO LAS MEMS R A N A S —
---------------------------- EN EL CALCULC QE LA EFICACIA------------------
An ME=A ( 5 ) *DAME^0LMEM
ANM[P% ANMEP-^DAME 
GO TO 32





3 2  CONTINUE 
AZANT4.ANME
IF (UFAG^GT, :*)  GO TO 5 1  
EF IC AC =1 .
60  TO 52
5 1  c o n t i n u e
* * * * * *  * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
CALCULO OE la EFICACIA DE I NFECC I ON- EFI CA C - { NECESARIAHENTE HA DE 
HACERSE EN DOb LE PRECISION)





AU 1= AA -A U 
Au 2=A
AU3=(AU1/ AU2)**UPFAG
u a n t =a nt
TERi=(AU-AU3)*UANT/UUFAG  
EFIC AC =TER1
CO PREC CION POR IMPOTENCIA 
EFICAC=EFICAC*X(6)
52  CONTINUE
* * * *  * *  * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *  * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
SE L LE NAN LOS VECTORES 8 ACT,FAGO,EFIG ,UpAG Y VMEm 
* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
BACT(IOAT)=ANTC 
VMEM(IDAT)=ANMEP 




CAuxi r  = 0 .
IF ( I ND . L T . l )  GO TO 2 9 3 *
DO z n ?  LP = I , l N 0
CAUX 1= X( 2)  * 0 T * F T 0 A 0 ( L P  ) * (  BACT f I D A T  ) 4»X (5  ) #VMEM( I D A T  ) ) * * ? ! •  3 3 3
IF ( F TO AD ( LP J . LI .C AU X I )  GO TO 2 0 3 3
FTCADC LP)=FTOADCLP)-CA UXl
CAUXI T=CAUXIT+CAUXI*( : . -EFICAC)
GO TO 2 3 0 2  
103 CAUX IT =CAUXIT4.FT0AD(LP )<* ( i . - E F I C  AC >






* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *  * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
SE DETERMINA LA ZONA CE CRECIMIENTO BACTERIAL CON OBJETO DE 
CALCULA? EL INCREMEMTO DE BACTERIAS COPRESPONOIENTE AL INTERVALO I 
* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *  * * * * * $ * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *  
I F ( A N T . L E . 5 . )  GO TO 13 
MM:IU?0SA ( AN T , B A P N , u )
IF (MM. L T . Z )  WRITE( 6 , 1 ? 8 2 )
3 2  FORMAT( • OJO CALCULAMOS CON TIEMPOS OE INFECCION < Z . L . ' )  
IF(MM. EQ*2)  GO TO 4 
IF (MM* Eg # 3 )  GO TO 11 
I F(MM*GT, 3)  GO TO 13  
AA=ALOG(aNT)-ANBAC 
IF ( A A # L T . a , )  AA=0 .
P T D BP r 2 . * S QR T( A A * A D  
GO TO 4 
1 1  CONTINUE
AA=A3* ( T T ( 4 )  - T T ( 3 )  ) * * 2  4.A2*( TT ( 3 ) -TT ( 2  ) ) * A 1 * T T ( 2 ) * * 2 ^ A N B A C - A L 0 G (  ANT
1 )
IF ( A A . L T . O . ) WRITE ( 6 , 5 5 ) , A A  
IF ( A A . L T . 0 # ) A A = 0 .
5 5  FORMAT ( F l j . 5 )
P T D B P = 2 . * S 0 R T ( AA*Aj)
PA1 = A.OG( ANT)-ALGG(BAPN( 3 ) )
P A 2 =X C B( 4 ) * P A 1  
P a 3=Xc b ( 2 ) - P A 2  
OELN=PA3*OT
IF ( D E L N ^ L T . o . )  W R I T E ( 6 t 2 2 1 )  P AI ,  P a 2  r P A 3  ,  OE^N 
Î21 FORM AT (4  ( 1 X , F 1 0 % 5 )  )
IF (0ELN# LT# 0 * )  GO TO IC 
O E L N N = A N T * O E L N  
ANT=ANT*DELNN 
ANTCzANTC^OELNN 
GO TO Î 3  
4 CONTINUE 
PTDB=> TDBP
TF (MM*Eq * 2 )  PTDB=TDB
** ** ** ** * * * * * * * * * * * * * *  * * * * * * * * * * * * * * *  *;,;^**** * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
SE INCREMENTA Y DECREMENTA £L NUMERO DE BACTe r IAS  (ANT* CON EL 
CRECIMIENTO Y LA DESAPARICION POR INFECcION Y SE CALCULA EL 
NUMERO OE FAGOS LIBRES ACUMULAOO (ANFT)
* * * * * * * * * * * * * * ; * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *  
A N T = A N T ^ A N T * p T D 8 * 0 T  
A N T C Z A N T C ^ - A N T ^ P T O B ' F O T  
L a  ANT=A4r-0BACT<t£FICAC  
T AU X r T E M ( I D A T ) - X ( l )
NAUX=IUROSA(TAUX,TEM,IDAT)
OLM[M=OLMEM+PDBAC(lOAT>
IF ( N A U X . L Q . J . O R . N a ü X . E Q . I D A T )  60  Tq 6 1  
OLMEMzOLMEM-POBAC(NAUX)
ANTC=ANTC-PDBAC(NAUX)
6 1  CONTINUE
CORRECCION PARA CONSIDERAR LOS FAGOS DESPRENCIDOS 
TERN=A N F T * X ( 6 ) * 0 T  " -  - -
T E R N = D A N F # X ( 6 )
FAGO ( D z F A G O l D d E R N  PARA OESPEGUC OE FAGOS 
IF ( T#,LT^TP) 6 0  TO T 
I F( ANT C %L T . l W 0 0  TO T  
IF (A NT .L E #5 ANT=%#5
3 CONTINUE
WRITE ( 6 , 8 0 0 )
T E Oz A L O G ( AMTC)
PETUPN
EMC
SUBROUTINE CALFA6( X, DANF, DAME,UFAG, 0 0 ACT)
C0MM0N/Ev0 L / T E M ( 2 Q Q 0 ) , B A C T ( 2 a 3 0 > , F A G O ( Z Q C G ) , E F I G( 2 C GC J , I D A T ,
I V F A G ( 2 0 3 0 ) , V M E M ( 2 3 0 0 ) , AUXtPOBAC( 2 0 0 0 ) , P P 1 , P P 2 , P P 3  
COMMON/TIREo / D T . I F H  
DATA N P / 5 /
EQUIVALENCE ( T O , T E M ( D )  
e x t e r n a l  FIBAC 
e x t e r n a l  F2BAC 
COMMON/ L A R a / I T T T ( 5 0 )
** ** * # * * * * * * * * * * * * * * * *  * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *  * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *  
SUBROUTINA CUE CALCULA 
FAGOS PRODUCIDOS 
MEMBRANAS PRODUCIDAS 
FAGOS QUE CONVIVEN 
b a c t e r i a s  QUE SE InFECTAN 
* * * *  ** * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *  * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *  
d i m e n s i o n  X ( 3 )
O A N F Z ]  .
DAME =3 ,
P P l z X ( 1 )
PP2=X ( 2 )
P P 3 = < ( 5 )
CALCU. 0  qE FAGOS Y MEMBRANAS pRoOUCIDOS 
T HI r f  EM l i d  A IL -JII
T H2ZT H l - X ( 1 )
c a l l QGF( Fl BAC, TO, THI
I FH r l DAT-1
I F (TH2 • L E . T O )  GO TO I
I FH = I U R oS A ( T H 2 , TEM , I D
C ALL QGF(F2BAC, TO, T h2
1 CO NT IN UE
DA NFzD A N F * 0 T * X ( 2 ) * E F I G
DA NF=3 A N F * 0 T * X ( 2 > *EF I G
DA ME =3 ANF




OB ACT: VNFAGT*0T* X ( 2 ) * B
08 ACTz VNFAGT*OT* X( 2 ) #(
UR I T E ( 6 , 1 2 0 )  TO, t h i , T h
100 FO PM AT ( 3 d X , F l O # 5 )  , 4 ( 1
RE TURN
EN 0
* * J . A




IF ( N— «1 ) i  f 2 # 3
1 1ER r t
2 LN z I
X ( t )  z ? . 8 3 6 7 5 : 6 - 1  
W ( ! )  = 7 . 5 0 3  
g o t o  23
3 IF ( N - 4 )  4 , 5 , 6
4 1ER =2
5 LN z 2
X( I) = 4 * 3 ] 5 6 8 2 E - 1  
X ( 2 )  = 1 . 6 9 9 9 0 5 6 - 1  
WCl) = 1 . 7 3 9 2 7 4 2 2 5 6 6 7 2 6  9 3 0 - 1  
Ml 2)  = 3 . 2 6 0 7 2 5 7 7 4 3 1 2 7 3 C 7 0 - 1  
g o t o  2 5
6 IF ( N - 8 )  7 , 8 , 9
7 1ER =2
8 LN = 4
X ( l )  Z 4 . 8 2 1 4 4 9 E - 1  
XC2)  Z 3 . 9 8 3 3 3 2 E - 1  
X( 3 )  Z 2 . 6 2 7 6 6 2 E - 1  
X( 4 )  Z 9 . 1 7 1 7 3 2 E - 2  
W( l )  = 5 . 0 6 1 4 2 6 8 1 4 5 1 8  8 1 3 0 0 - 2  
W( 2)  = 1 . 1 1 1 9 0 5 1 7 2 2 6 6 8 7 2 4 0 - 1  
W( 3)  = 1 . 5 6 8 5 3 3 2 2 9 3 8 9 4 3 6 4 0 - 1  
U( 4 )  z 1 . 8 1 3 4 1 8 9 1 6 8 9 1 8 0 9 9 0 - 1  
goto 2 5
9 IF ( N - 1 2 )
10 1ER
11  LN 
X( 1)
X121
X( 3 )  Z 3 . 8 4 9 5 1 3 E - 1  
X( 4 )  Z 2 . 9 3 6 5 9 0 E - 1  
X( 5 )  Z 1 . 8 3 9 1 5 7 E - 1  
X ( 6)  = 6 . 2 6 1 6 7 0 6 - 2  
W( l )  = 2 . 3 5 8 7 6 6 8 1 9 3 2 5 5 9 1 4 0 - 2  
W( 2)  = 5 . 3 4 6 9 6 6 2 9 9 7 6 5 9 2 1 5 0 - 2  
W( 3)  = 8 . 0 0 3 9 1 6 4 2 7 1 6 7 3 1 1 0 - 0 2  
W( 4)  = 1 . 0 1 5 8 3 7 1 5 3 6 1 5 3 2 9 6 0 - 1  
Ut_5) = 1 * 1 6 7 4 6 2 6 8 2 6 9 1 7 7 4 0 0 - 1  
W( 6)  = 1 . 2 4  5 7 3 5 2 2 9 0 6 7 0 1 : 3 9  0  - 1  
GO To 2 5
1 2  IF  ( N - 1 6 ) 1 3 r t 4 r t 5
13 1ER =2
14 LN z8
X ( ! )  = 4 . 9 4 7 0 0 5 6 - 1
X ( 2 )  = 4 . 7 2 2 8 7 5 6 - 1
X ( 3 )  = 4 , 3 2 8 1 5 6 6 - 1
X( 4 )  = 3 . 7 7 7 0 2 2 6 - 1
X( 5)  = 3 . 0 8 9 3 8 1 6 - 1
X I 6)  = 2 * 2 9 o Q 8 q E - l
X( 7 )  = 1 . 4 0 8 0 1 8 6 - 1
X ( 8 )  = 4 . 7 5 0 6 2 5 6 - 2
W( l )  = 1 .3 5 7 6 2 2 9 7 0 5 8 7 7 0 4 7 0 - 2
W( 2) = 3 * 1 1 2 6 7 6 1 9 6 9 ^ 3 2 3 9 4 6 0 - 2
W( 3) = 4 * 7 5 7 9 2 5 5 8 4 1 2 4 * 1 9 2 0 - 2
W ( 4 )  = 6  . 2 3  l 4 4 8 5 6 ? 7 T g 4 ^  2 8 0 - 2
W( 5)  = 7 . 4 7 4 7 9 9 4 4 0 & 2 # a 5 7 0 " 0 2
= 4.9078036-1
15 IF ( N - 2 4 )  1 6 , 1 7 , 1 8
16 1ER =2
17  LN = ! 2
X ( \ )  = U , 9 7 5 9 3 6 t - l  
X( 2 )  = 4 . 6 7 3 6 4 3 6 - 1  
X( ? )  = 4 . 6 9 1 3 7 3 6 - 1  
X ( 4 )  = 4 , * 3 2 : 7 3 6 - 1  
X( 5 )  = 4 , l ] 0 0 1 ] E - l  
X( 6 )  = 3 . 7 3 0 6 2 1 6 - 1  
X( 7 )  = 3 . 2 4  3 4 6 8 6 - 1  
X( 8 )  = 2 . 7 2 7 1 0 7 6 - 1  
X( 9 )  = 2 . 1 6 8 9 6 8 6 - 1  
X ( 1 0 ) = 1 . 5 7 5 2 1 3 6 - 1  
X ( 1 1 ) = 9 . 5 5 5 9 4 3 6 - 2  
X( 1 2 ) = 3 . 2 0 2 8 4 5 ^ - 2  
W( 1) = 6 . 1 7 0 6 1 4 8 9 9 9 9 3 5 9 9 8 0 - 3  
W( 2) = 1 . 4 2 6 5 6 9 4 3 1 4 4 6 6 8  3 2 0 - 2  
U( 3 )  = 2 . 2 1 3 8 7 1 9 4 Q 8 7 a 9 9 c 3 0 - 2  
W( 4) = 2 , 9 6 4 9 2 9 2 4  5 7 7 1 8 3  9 3 0 - 2  
W( 5)  = 3 . 6 6 7 3 2 4 3 7 3 5 5 4 3 1 5 2 0 - 2  
W( 6) = 4 . 3 0 9 5 0 8 3 7 6 5 9 7 6 6 3 8 0 - 2  
W( 7)  = 4 . 8 8 0 9 3 2 6 3 5 2 0 5 6 9 4 4 0 - 2  
W( 8)  = 5 . 3 7 2 2 1 3 5 3 5 7 9 8 2 3  1 7 0 - 2  
W( 9)  = 5 . 7 7 5 2 8 3 4 3 2 6 8 6  2 8 c l D - 2  
W(1 0 ) = 6 % 0 6 3 5 2 3 6 4 6 3 9 g l 6 9 6 0 - 2  
W( 1 1 ) = 6 . 2 9 1 8 7 2 8 1 7 3 4 1 4 1 4 8 0 - 2  
W ( 1 2 ) = 6 . 3 9 6 9 0 9 7 6 7 3 3 7 6 0 7 8 0 - 2  
GOTO 2 5
18 IF ( N - 3 2 )  1 9 , 2 0 , 2 1
19 1ER = 2
2 0  LN = 1 6
X ( l )  = 4 . 9 8 6 3 1 9 6 - 1  
X( 2 )  = 4 . 9 2 8 0 5 8 6 - 1  
X( 3 )  = 4 , 8 2 3 8 1 1 E - 1  
X( 4 )  = 4 , 6 7 4 5 3 3 6 - 1  
X( 5 )  = 4 . 4 8 1 6 0 6 6 - 1  
X( 6 )  = 4 , 2 4 6 8 3 8 6 - 1  
X( 7 )  = 3 . 9 7 2 4 1 9 6 - 1  
X ( 8 )  = 3 . 6 6 0 9 1 1 6 - 1  
X( 9 )  = 3 . 3 1 5 2 2 1 6 - 1  
X ( 1 0 ) = 2 . 9 3 8 5 7 9 E - 1  
X( 11 ) = 2 . 5 3 4 5 0 0 6 - 1  
X( 12 ) = 2 . 1 0 6 7 5 6 6 - 1  
X( 1 3 ) = 1 * 6 5 9 3 4 3 6 - 1  
X( 1 4 ) = 1 . 1 9 6 4 3 7 6 - 1  
XC 15 ) = 7 . 2 2 3 5 9 8 6 - 2  
X( !6  ) = ? , 4 1 5 3 8 3 6 - 2  
W( l )  = 3 . 5 ] 9 3 0 5 0 3 * 7  35 0 4 8 3 0 - 3  
W( 2)  = 3 . 1 3 7 1 9 7 3 6 5 4 5 2 3 3 5 0 - 3 3  
W( 3) = 1 . 2 6 9 6  0 3 2 6 5 4  6 3 1 3  2 3 0 - 2  
W( 4)  = 1 . 7 1 3 6  9 3 1 4  56 5 1 0 7 1 7 0 = 2  
W( 5) = 2 . 1 4 1 7 9 4 9 3 1 1 1 1 3 3 4 0 0 - 2  
W( 6)  = 2 . 5 4 9 9 0 2 9 6 3 1 1 8 8 0 8 8 0 - 2  
W( 7)  = 2 . 9 3 4 2 0 4 6 7 3 9 2 6 7 7 7 4 0 - 2  
W( 8)  = 3 * 2 9 1 1 1 1 1 3 8 8 1 8 0 9 2 3 0 - 2  
W( 9) = 3 * 6 1 7 2 8 9 7 0 5 4 4 2 4 ^ 2 5 3 0 - 2  
W( 1 0 ) =  3 * 9 0 9 6 9 4 ^ 7 8 9 3 5 3 5 1 5 3 0 - 2  
1 1  )=^ %  ^1 6 8 5 9 6 2 1 1 3 4 7 3 3  7 8 0 -2  
U ( 1 2 )= 4 * 3 8 2 6 a 4 4 5 0 2 2 0 1 9 C 6 0 -2  












































































8 ) = 









18 ) = 
19 ) = 
23)=  









6 ) = 
7)  r  
3) = 




















2 9  RETURN
5





4 . 9 9 3 3 5 5 6 - 1  
4 , 9 6 7 6 5 i E - l  
4 . 9 2 n 6 2 3 £ - l  
4 . 8 5 2 9 5 8 E - 1  
4 . 7 6 4 9 3 9 6 - 1  
4 . 6 5 6 9 3 3 6 - 1  
4 * 5 2 9 3 9 6 6 - 1  
4 . 3 8 2 8 6 3 6 - 1  
4 , 2 1 7 9 4 1 6 - 1  
4 . 0 3 5 3 3 1 6 - 1  
3 . 8 3 5 7 9 5 6 - 1  
3 . 6 2 0 1 7 1 6 - 1  
3 . 3 8 9 3 6 2 6 - 1  
3 . 1 4 4 3 3 7 6 - 1  
2 . 8 8 6 1 2 4 6 - 1  
2 . 6 1 5 8 0 5 6 - 1  
2 . 3 3 4 5 1 5 6 - 1  
2 . 0 4 3 4 3 2 6 - 1  
1 , 7 4 3 7 7 9 6 - 1  
1 . 4 3 6 8 1 2 6 - 1  
1 . 1 2 3 8 1 9 6 - 1  
8 . 0 6 1 1 1 8 6 - 2  
4 . 8 5 0 2 3 5 6 - 2  
1 * 6 1 9 0 0 9 6 - 2  
X . S 7 6 6 7 Î 0 2 6 1 5 2 9 1 9 D - 3
3 ._ 6 6 r 3 7 7 6 9 S 0 6 3 8 1 3 lD -3  
5 . 7 3 8 6 1 7 2 8 9 6 1 7 2 7  CD-3  
7 . 7 8 9 6 5 7 8 6 1 4 7 1 9 2  4 0 - 3  
9 . 8 0 8  0 8 0 2 2 8 6  7 7 7 6  4 0 - 3  
1 . 1 7 8 5  3 8 0 4 1 9 6 6 2 1 9 0 - 2  
1 . 3 7 1 3 2 5 4 8 5 4 1 7 8 4 7 0 - 2  
1 . 5 5 8  3 6 1 3 9 1 6  3 9 9 0 4 0 - 2  
1 . 7 3 8 8 6 1 1 2 8 2 3 8  5 2 2 0 - 2  
1 . 9 1 2 0 6 7 5 5 3 2 9 1 5 3  5 0 - 2  
2 . 0 7 7 2 5 4 1 4 7 1 7 3 2 3 7 0 - 2  
2 . 2 3 3 7 2 8 0 4 2 8  3 4 7 1 4 0 - 2  
2 * 3 8 0 8 3 2 9 2 4 6 2 4 5 2 4 0 - 2  
2 * 5 1 7 9 5 1 7 7 7 6 9 2 7 2 4 0 - 2  
2 . 6 4 4 5 0 9 4 7 4 2 5 9 6 8  3 0 - 2  
2 . 7 5 9 9 7 5 1 8 4 9 9 9  2 0 8 0 - 2  
2 , 8 6 3 8  6 46 0 5 0 2 0 1 6 1 0 - 2  
2 . 9 5  5 7 4 1 9 8  4 9 1 9  73 2 0 - 2  
3 . 0 3 5 2 2 1 9 5 8 2 9 4  69 4 0 - 2  
3 . 1 0 1 9  7 1 1 5 7 9  9 4 6 3  2 0 - 2  
3 . 1 5  5 7 0 9 6 1 4 3 1 2 7 0 1 0 - 2  
3 . 1 9 6  2 1 1 9 2 9  2 3 2 4 0  9 0 - 2  
3 . 2 2 3 3 0 8 2 2 1 7 9 7  50 4 0 - 2  
3 . 2 3 6 8 8 4 8 4 0 6  3 4 1 9  6 0 - 2  
(XL^XU)*.5 
XU-XL
0 .0  a
1 = 1 , LN
=8%X(I )
= 5 ^ (F (A ^ C )^ F (A -C ))* W (I)  
B#S
p j r e  I I  ON F 12 AC(T)
C3MMCN/E VOL/  Tc.'M Z ) , b % C T ( :  . L n )  ,FACO ( Z : L \ _ )  , EFIG ( Z R j U  J , I O A T ,  
I VFAG T V-£r -  ( 2 , AuX ,POdAC ( 2 :  , P P 1  , P P Z , P P 3
CO MM 0 4 / T I R E 2 / D T , I F H  
L S = I C A T - 1  
F I B A C ;
I F  (T .3 T . T E M ( 2 )  ) GO TO i  
11=1 
12=1 
GO To  4
3 CONTINUE
I F ( T  . 3 T , T E M ( L S ) ) GO TO 5 
DO I  r n , L s
I F ( T . L E . T £ M ( I )  ) go t o  2
1 Co n t i n u e  
1 = 1 ]  A T - l
2 I 2 =I 
1 1 = 1 2 - 1  
GO TO 4
5 I 1 = L S  
I2 = l S
*  CONTINUE 
F!N t zFA  GO ( I  U  
F N 2 = F A G 0 ( I z )
I F  ( I  I .  EO . 1 2 )  GO TO 6
FN1 = F 4 1 * ( l . - P P Z v O T * 8 A C  7 ( I l ) * * 0 . 3 3 3 ) * » J . A
FN I =FN 1 *(  l . - p p 2 # D T * ( 8 A C T ( I l ) " " P P 3 # V M E M  ( I I )  ) * * C . 3 3 3 )
6 CONTINUE
DO 7 J = I 2 , L S
IF ( FNl  .LT . 5 .  ) GO TO 8
F N I z F N l * ( l , - P P 2 # 0 T * 8 A C 7 ( J ) * # U . 3 3 3 )  * * J . A . * *
F N ! = F N 1 * ( l . - P P 2 * 0 T $ ( 6 A C T ( J ) * P P 3 # V M E M ( J ) ) * * U . 233)
8 I F ( F N 2 . L T . 5 . )  GO TO 7
FN2 = Fn 2<*( . . - P P 2 * D T # 6  ACT ( J ) * * U , 3  3 3 )  .A
FN 2=FN 2* ( l . - P P 2 * 0 T * (  BACT( j )  ♦ P p 3>^VmEM( J )  )<‘<‘0 # 3 3 3 )
7 CONTINUE
I F ( I I . E O . 1 2 )  GO TO 63
F I B A C ;  ( F N 1 - F N 2  ) * T4 . F N 2 * T E M  ( I I )  - F N 1# TE M ( I 2 )
F1BAC=-F1BAC/DT
60 T o  61
6 0  FLBa C=FN1 
6 1 CONTINUE
L F O P M A r ( • ESCRI TUR A 2 * , 2 ( I X , I I J ) , . X , F 13 .  5 ,
1 T ( : x 1 3 . 3  ) )
Pw-TUPN
END
F U N C T I O N  F 2 B A C ( T )
COMMON / E V O L / T E M C ' ^ C C )  ,8 A C T { 2 ) ,  F AGO ( 2 P- Q ) ,EF 1 6 ( 2 Z U Z >  , l O A T ,
I V F  AG (2 " j  J )  , A U X , P C b A C t  Z C C O  , P P 1 , P P 2 , P P 3
C O M M O N / T I R E D / O T , I p H  
F28ACZ' ' ,
LS =I DA T - 1
I F ( T . G T . T E M ( 2 ) ) GO TO 3 




IF (T . 5 T , T E M ( L S )  ) GO TO 5 
DO 1 1 = 1 , LS
I F ( T . L E . T E M ( I ) ) GO TO 2
1 CONTINUE 
1 = 1 ]  a t - 1
2 I 2 = I  
1 1 = 1 2 - 1  
GO TO 4
5 I 1 = LS  
IZ=LS
4 c o n t i n u e
WRITEC 6 ,  2 0 0 )  1 1 , 12  , T , P  PI  ,  qE -^X , DE(-2 , BACT ( H  ) ,EACT(%2)
2 3 0  F O R M A T ( 2 ( l X , I 1 0 ) , 4 ( j X , F l a . 5>  f 2 1 I X , E g . 3 > )
LS=IF%
Fn 1 = F A G 0 ( I 1 )
FN2 = FA GO( 1 2 )
X F ( I U E Q # I 2 J  SO T0_ 6 _______ _
FnT=FH1^ ( r*-PP 2V 0T *B A C T  ( F I ) * # 0 . 3 3 3 )  * * J f A $ $ #
F N l c F N l * l l i - P P 2 * D T * ( B A C T ( I l ) ^ P P 3 * V M E M ( I l ) ) * * C . 3 3 3 )
6 CONTINUE
DO 7 J = I 2 , L S
IF ( F N l . L T . 5 . )  GO TO 8
F n ! = F n 1 * ( 1 . - P P 2 * D T * B A C T ( J ) * * 0 . 3 3 3 )  * * J . A . * <
FN i = 1 * ( 1 . - P P 2 * 0 T * ( B A C T (  j ) - fpP3*vMEM( j ) ) * # 0 . 2 3 3 )
8 I F ( F N 2 . L T . 5 # )  6 0  TO 7
FN2=FN2 # ( 1 , - P P 2 * 0 T * B A C  T( J ) * * 0 . 3 3 3 )  * * J . A . * *
F N 2 = F N 2 * ( 1 . - P P 2 * 0 T * < B A C T ( J ) # P P 3 * V H E M ( J ) ) * * 0 . 2 3 3 )
7 c o n t i n u e
IF ( I 1 * E Q # I 2 )  GO To 6 0
F 2 B A C = ( F N 1 - F N 2 ) * T > F N 2 * T e M ( I 1 ) - f N1*TEm ( I 2 )
F2BAC=-F2BAC/DT  
GO TO 6 1
6 0  F2BAC=FNI
61  CONTINUE
WRITE( 6 , 1 0 0 )  I 1 , I 2 , T , V I , V 2 , V I n T 1 , V I N T 2 , A , 8 , F2BAC 
110  FORMAI ( * ESCRITURA 3 ’ , K  IX , H 3 )  , IX , F l l . 5  ,
1 7 (  ÎX , £ 1 3 . 3 )  )
6 2 RETURN 
END
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